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In	  HIV-­‐1	  infected	  persons,	  we	  observed	  since	  the	  asymptomatic	  phase	  a	  deregulation	  
of	  the	  cytokine	  network	  with	  a	  high	  production	  of	  TNF-­‐α	  and	  IL-­‐10.	  The	  proinflammatory	  
cytokine,	  TNF-­‐α,	  is	  linked	  to	  the	  hyperactivation	  of	  the	  immune	  system,	  the	  destruction	  of	  
the	   gastrointestinal	   barrier	   and	   the	   pathogenesis	   associated	   with	   HIV-­‐1	   infection.	   The	  
immunosuppressive	   cytokine,	   IL-­‐10,	   is	   strongly	   associated	   with	   the	   weakening	   of	   the	  
immune	  system	  and	  the	  progression	  of	  the	  infection	  toward	  AIDS.	  
Our	   group	   have	   shown	   that	   HIV-­‐1	   Tat	   protein,	   by	   the	   N-­‐terminal	   domain	   1-­‐45,	  
stimulates	  the	  production	  of	  TNF-­‐α,	  IL-­‐10,	  IL-­‐6,	  IL-­‐8,	  and	  IFN-­‐γ	  by	  monocytes.	  In	  my	  thesis,	  
we	  demonstrated	  the	  involvement	  of	  the	  Toll	  Like	  Receptor	  4	  (TLR4),	   in	  the	  secretion	  of	  
TNF-­‐α,	  IL-­‐6,	  IL-­‐8,	  IFN-­‐γ	  and	  IL-­‐10	  by	  HIV-­‐1	  Tat.	  These	  cytokines	  are	  produced	  after	  a	  direct,	  
specific	  and	  strong	  interaction	  of	  Tat	  1-­‐45	  with	  TLR4-­‐MD2	  and	  MD2	  (K0.5	  between	  4.10-­‐9	  to	  
10-­‐9	   M).	   This	   interaction	   was	   demonstrated	   by	   complementary	   approaches	   including	  
direct	  binding	  assay,	   immunoprecipitation,	  GST-­‐pull-­‐down	  and	  colocalization	  by	  confocal	  
microscopy.	  We	  showed	  that	  Tat	  1-­‐45	  activates	  TLR4-­‐MD2	  dynamin	  endocytosis	  which	  is	  
essential	   for	   the	   signalisation	   and	   cytokine	   synthesis	   induced	   by	   Tat	   in	   monocytes.	  
Indeed,	   we	   have	   demonstrated	   that	   TLR4-­‐MD2-­‐CD14	   is	   essential	   for	   the	   activation	   of	  
MAPkinases	  and	  NF-­‐κB	   induced	  by	  Tat	   in	  primary	  monocytes/macrophages.	   In	  addition,	  
our	   work	   shows	   that	   Tat,	   by	   its	   1-­‐45	   fragment,	   uses	   MyD88	   and/or	   TRIF	   dependent	  
pathways	  of	  the	  TLR4	  to	  activate	  MAPkinases	  and	  NF-­‐κB	  which	  are	  essential	  for	  cytokines	  
production.	   Interestingly,	   Tat	  protein	  by	   its	   interaction	  with	  TLR4-­‐MD2	   induces	  also	   the	  
expression	   of	   SOCS1	   and	   SOCS3,	   two	   negative	   regulators	   of	   the	   TLR4	   and	   antiviral	   IFN	  
pathways.	  
Thus,	  in	  our	  work	  we	  have	  demonstrated	  for	  the	  first	  time,	  the	  hijacking	  of	  an	  innate	  
receptor:	  TLR4	  by	  the	  viral	  Tat	  protein.	  Very	  early	  during	  infection,	  this	  interaction	  causes	  
the	   cytokine	   network	   deregulation	   and	   contributes	   to	   the	   disease	   progression	   toward	  
AIDS.	   This	   study	  may	   contribute	   to	   understand	   the	  mechanisms	   put	   in	   place	   by	   HIV	   to	  




Chez	   les	  personnes	   infectées	  par	   le	  VIH-­‐1,	  on	  observe	  dès	   le	  stade	  asymptomatique	  
une	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   avec	   une	   forte	   production	   de	   cytokines	  
proinflammatoires	   et	   immunosuppressives	   comme	   le	   TNF-­‐α	   et	   l’IL-­‐10.	   Le	   TNF-­‐α	   est	  
associé	  à	   l’hyperactivation	  du	  système	   immunitaire,	   la	  destruction	  de	   la	  barrière	  gastro-­‐
intestinale	   et	   la	   pathogénèse	   associée	   à	   l’infection.	   L’IL-­‐10,	   elle,	   est	   une	   cytokine	  
immunosuppressive	  fortement	  associée	  à	  la	  progression	  de	  la	  maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  
Nous	  avons	  montré	  que	  la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1,	  par	  son	  domaine	  N-­‐terminal	  1-­‐45,	  
agit	  à	  la	  membrane	  des	  monocytes	  pour	  produire	  le	  TNF-­‐α	  et	  l’IL-­‐10	  mais	  aussi	  l’IL-­‐6,	  l’IL-­‐8	  
et	   l’IFN-­‐γ.	  Au	  cours	  de	  ma	   thèse	  nous	  avons	  mis	  en	  évidence	   l’implication	  du	  «	  Toll	   Like	  
Receptor	  4	  »	  (TLR4)	  dans	  la	  sécrétion	  de	  ces	  cytokines	  induite	  par	  Tat.	  Cette	  sécrétion	  se	  
fait	   par	   une	   interaction	   directe,	   spécifique	   et	   forte	   du	   domaine	   1-­‐45	   de	   Tat	   avec	  
l’ectodomaine	  du	  TLR4-­‐MD2	  et	  du	  MD2	  (K0.5	  entre	  4.10-­‐9	  à	  10-­‐9	  M).	  Cette	  interaction	  a	  été	  
démontrée	  dans	  des	  tests	  de	  fixation	  direct,	  d’immunoprecipitation,	  de	  GST-­‐pull	  down	  et	  
de	   colocalisation	   par	   microscopie	   confocale.	   Tat	   induit	   aussi	   l’internalisation	   dynamine	  
dépendante	  du	  complexe	  TLR4-­‐MD2-­‐CD14.	  Cette	  dernière	  est	  essentielle	  à	  la	  signalisation	  
et	  à	  la	  synthèse	  de	  cytokines	  induites	  par	  Tat.	  En	  effet,	  nous	  avons	  montré	  l’implication	  du	  
TLR4-­‐MD2-­‐CD14	  dans	   l’activation	  des	  MAP	  kinases	  et	  du	   facteur	  de	   transcription	  NF-­‐κB	  
induit	   par	   Tat	   pour	   la	   synthèse	   de	   cytokines.	   Ce	   travail	  montre	   aussi	   que	   Tat	   active	   les	  
voies	  dépendantes	  de	  Myd88	  et	  de	  TRIF	  du	  TLR4	  afin	  d’activer	  les	  MAP	  kinases	  et	  NF-­‐κB,	  
responsables	  de	   la	  production	  de	  cytokines.	  De	   façon	   intéressante,	   la	  protéine	  Tat	  1-­‐45,	  
détourne	   l’activation	   du	   TLR4	   afin	   d’induire	   l’expression	   de	   SOCS1	   et	   SOCS3,	   deux	  
régulateurs	  des	  voies	  du	  TLR4	  et	  des	  voies	  de	  l’IFN	  antiviral.	  
Nos	  travaux	  ont	  démontré	  pour	  la	  première	  fois,	  le	  détournement	  d’un	  récepteur	  de	  
l’immunité	   innée,	   le	   TLR4,	   par	   la	   protéine	   Tat.	   Ce	   mécanisme	   permettrait	   au	   VIH	   de	  
déréguler	   le	   réseau	   de	   cytokines	   très	   précocement	   au	   cours	   de	   l’infection	   et	   ainsi	  
participer	  à	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  Cette	  étude	  pourrait	  contribuer	  à	  
la	  compréhension	  des	  mécanismes	  mis	  en	  place	  par	  le	  VIH	  pour	  induire	  l’hyperactivation	  
et	   l’immunosuppression	   du	   système	   immunitaire	   et	   permettrait	   aussi	   d’identifier	   de	  






























































Le virus de l’immunodéficience humaine: 



























A. Le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) 
A.1 Quelques généralités 
A.1-a Découverte et origine du VIH 
 
En	  1981,	  les	  «	  Centers	  for	  Diseases	  control	  and	  Prevention	  »	  d’Atlanta	  aux	  Etats-­‐Unis,	  
font	   l’état	   de	   l’apparition	   d’un	   syndrome	   jusque	   là	   inconnu	  :	   le	   «	  gay	   syndrom	  ».	   Cette	  
appellation	   fut	   désignée	   car	   les	   patients	   étaient	   tous	   des	   jeunes	   homosexuels	   souffrant	  
d’immunodéficience	   inexpliquée	   associée	   à	   des	   pathologies	   rares	   telles	   que	   la	  
pneumocystose	   ou	   le	   sarcome	   de	   Kaposi.	   En	   1983	   le	   VIH-­‐1	   fut	   identifié	   comme	   l’agent	  
responsable	  de	  cette	  maladie.	  En	  effet,	   l’Institut	  Pasteur,	  en	  France,	   isole	  pour	   la	  première	  
fois	   ce	   rétrovirus.	   L’année	   suivante,	   c’est	   l’équipe	   du	   Dr.	   Gallo	   du	   «	  National	   Institute	   of	  
Health	  »	   à	   Baltimore,	   aux	   Etats-­‐Unis,	   qui	   isole	   le	   virus.	   Ainsi,	   plusieurs	   noms	   lui	   furent	  
attribués	  :	   LAV	   (Lymphoadenopathy	   associated	   virus),	  HTLV-­‐III	   (human	   T	   cell	   lymphotropic	  
virus	   type	   III)	   et	   ARV	   (AIDS	   associated	   retrovirus).	   Ce	   n’est	   qu’en	   1986	   qu’on	   le	   nomma	  
officiellement	  virus	  de	  l’immunodéficience	  humaine	  de	  type	  1	  (VIH-­‐1).	  Un	  deuxième	  virus	  :	  le	  
VIH-­‐2	  fut	  découvert	  en	  1986.	  
Plusieurs	   théories	   ont	   été	   évoquées	   pour	   tenter	   d’expliquer	   l’origine	   du	   VIH.	   Des	  
études	  phylogénétiques	  ont	  permis	  de	  montrer	  que	  ce	  virus	  aurait	  pour	  origine	   le	  virus	  de	  
l’immunodéficience	  simienne	  (SIV).	  La	  transmission	  se	  serait	  faite	  par	  contacts	  fréquents	  de	  
l’Homme	  avec	  les	  singes	  qui	  sont	  les	  hôtes	  naturels	  du	  SIV.	  D’un	  point	  de	  vue	  génétique,	  ce	  
serait	  une	  accumulation	  de	  mutations	  qui	  aurait	  permis	  au	  SIV	  de	  s’adapter	  à	   l’Homme	  et	  
traverser	   la	   barrière	   de	   l’espèce.	   Il	   apparaît	   que	   le	   VIH-­‐1	   provient	   de	   SIV	   infectant	   les	  
chimpanzés	   et	   les	   gorilles	   d’Afrique	   Centrale	   (SIVcpz,	   SIVgor).	   Le	   VIH-­‐2,	   beaucoup	   moins	  
pathogène	   que	   le	   VIH-­‐1,	   à	   pour	   origine,	   le	   SIV	   de	   sooty	   mangabeys	   d’Afrique	   de	   l’Ouest	  
(SIVsmm)	  (1).	  Des	  études	  montrent	  aussi	  la	  transmission	  du	  SIV	  à	  des	  macaques	  en	  captivité.	  
En	  effet,	  le	  SIVmac,	  isolé	  en	  1983,	  aurait	  été	  introduit	  chez	  le	  macaque	  suite	  à	  une	  épidémie,	  
dans	  les	  années	  1960,	  de	  singes	  Rhésus	  provenant	  d’un	  centre	  de	  primatologie	  Californien.	  
De	   façon	   surprenante,	   ,	   contrairement	   aux	  macaques	   et	   à	   l’Homme,	   l’infection	  des	   singes	  
(chimpanzés,	   gorilles	   et	   sooty	   mangabeys)	   par	   le	   SIV	   est	   généralement	   asymptomatique.	  
Malgré	  des	   charges	   virales	   fortes,	   ces	   singes	  ne	   semblent	  pas	  développer,	  ou	  uniquement	  
après	  une	  très	  longue	  période,	  l’immunodéficience	  et	  la	  maladie	  associée	  à	  l’infection.	  
	  





A.1-b Taxonomie, structure et organisation génomique du VIH 
- Nomenclature et classification du VIH 
	  
	   Le	  VIH	  est	  un	  lentivirus	  appartenant	  à	  la	  famille	  des	  Retroviridae	  et	  à	  la	  sous-­‐famille	  
des	   virus	   complexes	   dite	  :	   Orthoretrovirinae	   (2).	   Les	   lentivirus	   sont	   caractérisés	   par	   leurs	  
capacités	   à	   infecter	   principalement	   les	   cellules	  du	   système	   immunitaire	   et	   conduire	   à	  une	  
immunosuppression.	  Pour	  le	  VIH,	  il	  s’agit	  des	  lymphocytes	  T	  CD4	  (T	  CD4)	  (3).	  L’infection	  de	  
ces	  cellules	  clefs	  du	  système	  immunitaire	  entraîne	  le	  déclin	  progressif	  des	  T	  CD4,	  jusqu'à	  des	  
valeurs	   inférieures	   à	   200	   T	   CD4/µL	   de	   sang,	   provoquant	   l’affaiblissement	   du	   système	  
immunitaire.	  De	  plus,	   dès	   le	   stade	   asymptomatique,	   on	  observe	   chez	   les	   patients	   infectés	  
par	  le	  VIH	  un	  affaiblissement	  du	  système	  immunitaire	  qui	  est	  associé	  à	  une	  dérégulation	  du	  
réseau	   de	   cytokines.	   Cette	   dernière	   oriente	   alors	   la	   réponse	   immune	   vers	   un	   profil	   Th2,	  
inefficace	   pour	   l’élimination	   du	   virus.	   Tout	   ceci	   conduit	   aux	   développements	   d’infections	  
opportunistes	  et	  à	  des	  troubles	  neurologiques	  souvent	  fatals	  chez	  l’homme.	  
	  
	   On	   retrouve	  deux	   sous-­‐types	  de	  VIH	  :	   le	  VIH	  de	   type	  1	   (VIH-­‐1)	  et	   le	  VIH	  de	   type	  2	  
(VIH-­‐2).	  En	  dépit	  de	  la	  forte	  homologie	  de	  séquence	  (40-­‐60%),	  le	  VIH-­‐2	  est	  beaucoup	  moins	  
pathogène	   (4).	  Alors	  que	   le	  VIH-­‐1,	  majoritaire,	  est	  disséminé	  à	   travers	   le	  monde,	   le	  VIH-­‐2,	  
localisé	  en	  Afrique	  occidentale,	  est	  endémique.	  Le	  VIH-­‐1	  peut	  être	  subdivisé	  en	  trois	  souches	  
selon	   sa	   séquence	  nucléotidique:	   les	   souches	  M	   (Majeur),	  N	   (New	  ou	  Non	  M	  non	  O)	  et	  O	  
(Outlier)	   (4).	   La	   souche	   M	   est	   la	   plus	   répandue	   et	   représente	   plus	   de	   95%	   des	   isolats	  
mondiaux.	  Contrairement	  aux	  souches	  N	  et	  O	  qui	  ne	  se	  subdivisent	  pas	  en	  sous-­‐groupes,	  la	  
variabilité	  du	  gène	  env	  de	  la	  souche	  M	  a	  permis	  d’identifier	  au	  moins	  11	  sous-­‐groupes	  selon	  
leurs	  régions	  endémiques	  (A	  à	  K)	  (5).	  Par	  exemple,	  les	  infections	  en	  Amérique	  du	  Nord	  et	  en	  
Europe	  sont	  surtout	  dues	  au	  sous-­‐groupe	  B	  alors	  que	   le	  sous-­‐groupe	  C	  est	  plus	  présent	  en	  
Inde	   et	   en	   Afrique	   du	   Sud.	   Néanmoins,	   au	  moins	   15	   autres	   CRF	   (Circulating	   Recombinant	  
Forms)	   ont	   été	   identifiées	   chez	   des	   patients	   vivants	   dans	   des	   régions	   géographiques	  
différentes	   (6).	   Ces	   CRF	   semblent	   être	   plus	   présentes	   en	   Afrique,	   en	   Asie	   du	   Sud	   et	   en	  
Amérique.	  Seul	  5	  sous-­‐groupes	  ont	  été	  identifiés	  pour	  le	  VIH-­‐2	  (A	  à	  E).	  Malgré	  l’existence	  in	  
vivo	  de	  co-­‐infections	  VIH-­‐1/VIH-­‐2,	  aucune	  recombinaison	  génétique	  entre	  ces	  deux	  virus	  n’a	  







- Structure du VIH : organisation génomique et protéique 
	  
Le	   VIH	   est	   un	   virus	   enveloppé,	   produit	   sous	   forme	   de	   virions	   immatures	   suite	   au	  
bourgeonnement	  des	  cellules	  cibles	  infectées.	  Après	  maturation	  par	  les	  protéases	  virales	  et	  
cellulaires,	   les	   virions	   adoptent	   une	   forme	   sphérique	   d’environ	   90	   –	   100	   nm	   de	   diamètre	  
(figure	  1).	  La	  glycoprotéine	  d’enveloppe	  est	  présente	  à	  la	  surface	  des	  virions	  sous	  forme	  d’un	  
trimère	  de	  gp120/gp41.	  On	  estime	  à	  10	   le	  nombre	  de	  trimères	  présents	  à	   la	  surface	  d’une	  
particule	   virale.	   Sous	   l’enveloppe,	   une	   matrice	   protège	   une	   capside	   de	   forme	   conique	  
composée	  de	  la	  protéine	  virale	  p24.	  Cette	  dernière,	  renferme	  à	  son	  tour	  le	  génome	  du	  VIH.	  	  
	  
	  
Figure	  1.	  Représentation	  de	  la	  structure	  tridimensionnelle	  du	  VIH-­‐1.	  Cette	  représentation	  résume	  les	  
résultats	   de	   plus	   de	   100	   publications	   scientifiques	   récentes	   dans	   les	   domaines	   de	   la	   virologie,	   de	  
l’analyse	  aux	  rayons	  X	  et	  de	  la	  résonnance	  magnétique	  nucléaire	  (RMN).	  Ce	  modèle	  du	  VIH-­‐1,	  fait	  la	  
couverture	   du	   numéro	   spécial	   de	   «	  Nature	   Medicine	  »	   (8	   Septembre	   2010).	   En	   dessous,	   la	  
représentation	  schématique	  d’une	  particule	  du	  VIH.	  
	  
Le	  génome	  du	  VIH,	  d’environ	  9,7	  kb,	  est	  constitué	  de	  deux	  copies	  d’ARN	  simple	  brin	  de	  
polarité	  positive	  codant	  16	  protéines	  distinctes	  (7).	  Cet	  ARN,	  polyadénylé	  en	  3’	  et	  coiffé	  en	  
5’,	   est	   associé	   à	   une	   reverse	   transcriptase	   (RT),	   une	   intégrase	   (IN)	   et	   des	   nucléoprotéines	  
(Np).	  Une	   représentation	   schématique	  du	   génome	  et	   des	  protéines	   codées	  par	   ce	  dernier	  
est	   illustrée	  dans	   la	   figure	  2.	  Comme	  pour	   tous	   les	   rétrovirus,	   le	   génome	  du	  VIH-­‐1	   code	  3	  
gènes	  de	  structure:	  gag,	  pol	  et	  env.	  Le	  premier	  gène,	  gag,	  code	  pour	  un	  précurseur	  p55.	  Le	  




du	   VIH	  :	   la	   capside	   p24,	   la	   matrice	   p17	   et	   les	   protéines	   de	   la	   nucléocapside	  p7	   et	   p6.	   Le	  
second	  gène,	  pol,	  code	  3	  protéines	  enzymatiques:	   la	  protéase	  p11,	   la	  reverse	  transcriptase	  
p65/51	  et	   l’intégrase	  p32.	  Enfin,	   le	  troisième	  gène	  env,	  code	  un	  précurseur	  :	  gp160	  qui	  est	  
clivé	  plus	   tardivement	  par	  des	  protéases	  cellulaires	  en	  2	  protéines	  de	  structures:	  gp120	  et	  
gp41.	  Ces	  étapes	  de	  maturation	  par	  les	  protéases	  cellulaires	  et	  virales	  sont	  essentielles	  à	  la	  
production	  de	  virions	  infectieux	  matures.	  	  
	  
Figure	   2.	  Organisation	   génomique	   du	  VIH-­‐1.	   Les	   polyprotéines	  Gag	   et	  Gag-­‐Pol	   sont	   les	   précurseurs	  
pour	  la	  synthèse	  des	  protéines	  virales.	  Ces	  précurseurs	  sont	  clivés	  par	  la	  protéase	  virale	  pour	  former	  9	  
sous-­‐unités	  matures	  :	  la	  protéase	  (PR),	  la	  transcriptase	  inverse	  (RT),	  l’	  intégrase	  (IN),	  la	  matrice	  (MA),	  
la	  capside	  (CA),	  p2,	  la	  nucléocapside	  (NC),	  p1	  et	  p6.	  Le	  précurseur	  de	  l’enveloppe	  est	  clivé	  par	  diverses	  
protéases	   cellulaires	   pour	   donner	   la	   gp120	   et	   la	   gp41.	   Le	   génome	   du	   VIH	   code	   aussi	   pour	   des	  
protéines	   accessoires	   et	   régulatrices	   dont	   le	   transactivateur	   transcriptionnel	   (Tat),	   le	   facteur	  
d'infectivité	  virale	   (Vif),	   les	  protéines	  virales	  u	   (Vpu),	  et	   r	   (Vpr),	   la	  protéine	  Rev	  et	   le	   facteur	  négatif	  
(Nef).	  Tev	  contient	  des	  séquences	  de	  Tat,	  Rev	  et	  Env	  et	  fonctionne	  comme	  Tat	  et	  Rev.	  
	  
Le	  génome	  du	  VIH	  code	  aussi	  pour	  2	  protéines	  régulatrices,	  essentielles	  à	  la	  réplication	  
virale	  :	  Tat	   (transactivateur	  de	   la	  transcription),	  Rev	  (protéine	  régulatrice	  des	  gènes	  viraux)	  
et	   4	   protéines	   accessoires	  :	   Vif	   (facteur	   d’infectivité	   viral),	   Vpr	   (protéine	   viral	   r),	   Vpu	  
(protéine	   viral	   u)	   et	   Nef	   (facteur	   négatif)	   (8).	   Les	   protéines	   Tat	   et	   Rev	   sont	   des	   protéines	  
précoces	   dont	   l’expression	   est	   essentielle	   à	   la	   réplication	   virale.	   En	   absence	   de	   l’une	   des	  
deux	   protéines,	   le	   cycle	   viral	   du	   VIH	   est	   abortif.	   Plus	   précisément,	   la	   protéine	   Tat	   est	  
impliquée	  activement	  dans	  l’initiation,	  l’élongation	  et	  la	  stabilisation	  des	  ARNm	  transcrits	  du	  









































la	  réplication	  du	  VIH	  par	  Tat	  sera	  détaillée	  plus	  loin	  (page	  38).	  La	  protéine	  Rev,	  elle,	  interagit	  
avec	  l’élément	  de	  réponse	  (RRE)	  localisé	  dans	  la	  séquence	  du	  gène	  env	  (8).	  Cette	  interaction	  
permet	   aux	   ARNm	  mono	   et	   non	   épissés	   d’être	   transportés	   du	   noyau	   vers	   le	   cytoplasme.	  
Ainsi	   localisés	   dans	   le	   cytoplasme,	   ces	   ARN	   pourront	   être	   traduits	   en	   protéines,	   ou	  
encapsidés	  dans	  des	  particules	  virales	  naissantes.	  
Tout	   comme	   Tat	   et	   Rev,	   la	   protéine	  Nef	   est	   aussi	   une	   protéine	   produite	   précocement	   au	  
cours	  du	  cycle	  viral.	  Elle	  joue	  un	  rôle	  important	  dans	  l’infectivité,	  la	  propagation	  du	  virus	  et	  
l’évolution	   de	   la	  maladie.	   De	   part	   sa	  myristoylation,	   la	   protéine	   Nef	   associée	   aux	   virions,	  
peut	  augmenter	   l’infectivité	  de	  ces	  derniers.	  De	  plus,	  elle	  peut	   interagir	  avec	  les	  molécules	  
de	   CD4,	   récepteur	   du	   VIH,	   et	   diminuer	   leurs	   expressions	   de	   surface.	   Ainsi,	   Nef	   limite	   la	  
surinfection	  des	  cellules	  infectées.	  En	  outre,	  il	  lui	  a	  été	  attribué	  un	  rôle	  essentiel	  dans	  l’étape	  
de	  reverse	  transcription	  et	  dans	  la	  transmission	  cellule-­‐cellule	  du	  virus.	  	  
La	  protéine	  Vif	  intervient	  dans	  les	  étapes	  finales	  du	  cycle	  viral.	  Notamment,	  Vif	  permet	  une	  
meilleure	   maturation	   des	   virions	   et	   une	   réduction	   du	   nombre	   de	   particules	   virales	  
défectueuses	  produites.	  En	  effet,	  Vif	  est	   impliquée	  dans	   la	  maturation	  et	   l’assemblage	  des	  
protéines	   de	   structures	   ainsi	   que	   dans	   la	   stabilisation	   du	   complexe	   de	   pré-­‐intégration	   et	  
l’encapsidation	   du	   virus	   (9).	   La	   protéine	   Vpr	   facilite	   la	   localisation	   nucléaire	   des	   acides	  
nucléiques	   viraux	   et	   plus	   particulièrement	   celle	   du	   complexe	   de	   pré-­‐intégration	   (PIC).	   Elle	  
stimule	  aussi	  l’expression	  génique	  et	  affecte	  le	  cycle	  réplicatif	  des	  cellules	  infectées	  (arrêt	  du	  
cycle	  en	  phase	  G2).	  	  
Enfin,	  une	  dernière	  protéine:	  Vpu,	  exprimée	  uniquement	  dans	  le	  VIH-­‐1,	  facilite	  la	  libération	  
des	  virions	  par	  bourgeonnement.	  Un	  homologue	  de	  Vpu	  :	  Vpx,	  est	  exprimé	  dans	  le	  VIH-­‐2	  et	  
aurait	  des	  fonctions	  similaires.	  De	  nombreuses	  études	  ont	  mis	  en	  évidence	  l’	  association	  des	  
protéines	  Vpr,	  Vif,	  Nef	  et	  Tat	  aux	  particules	  virales.	  
 
A.1-c Tropisme du VIH 
	  
Le	   VIH	   infecte	   principalement	   les	   cellules	   du	   système	   immunitaire.	   Par	   ses	  
glycoprotéines	  d’enveloppe,	   le	  VIH	   reconnaît	   le	   récepteur	  CD4	  à	   la	   surface	  des	  cellules.	   La	  
pénétration	   du	   virus	   requiert	   ensuite,	   l’interaction	   avec	   un	   corécepteur	  :	   CCR5	   (virus	   R5	  
tropique)	   et/ou	   CXCR4	   (virus	   X4	   tropique)	   menant	   à	   la	   fusion	   entre	   les	   membranes	  
cellulaires	  et	  virales	   (10-­‐13).	  D’autres	  récepteurs	  de	  chimiokines	  ont	  été	  également	  décrits	  
comme	   pouvant	   servir	   de	   corécepteurs	   du	   VIH	   comme	   CCR2b,	   CCR3,	   CCR8,	   Cx3CR1	   et	  
CxCL16	   (14).	   Ainsi,	   c’est	   l’expression	   des	   récepteurs	   et	   corécepteurs	   qui	   définissent	   les	  




principalement	  les	  cellules	  exprimant	  CD4	  et	  CCR5,	  présents	  majoritairement	  sur	   les	  T	  CD4	  
activés	   et	   les	   monocytes/macrophages	   (15).	   Ce	   n’est	   qu’au	   cours	   de	   l’évolution	   de	   la	  
maladie	  que	  le	  virus	  évolue	  vers	  un	  tropisme	  X4	  dirigé	  essentiellement	  contre	  les	  LT	  (16,	  17).	  
Cette	  évolution	  de	  tropisme	  corrèle	  avec	  la	  progression	  de	  la	  maladie	  vers	  le	  stade	  tardif	  de	  
l’infection	  :	   le	   stade	   SIDA.	  Néanmoins,	   de	   nombreux	   travaux	   ont	   démontré	   la	   capacité	   du	  
VIH	   à	   s’adsorber	   et/ou	   infecter	   des	   cellules	   autres	   que	   les	  monocytes/macrophages	   et	   LT.	  
C’est	   le	   cas	   de	   certaines	   cellules	   dendritiques	   (DC)	   telles	   que	   les	   cellules	   de	   Langerhans.	  
Cependant,	  l’interaction	  VIH/DC-­‐SIGN	  peut	  servir	  à	  faciliter	  l’infection	  des	  CD4.	  Ainsi,	  le	  VIH	  
adsorbé	  sur	  les	  récepteurs	  DC-­‐SIGN,	  DCIR,	  les	  langerines	  ou	  les	  récepteurs	  au	  mannose,	  est	  
véhiculé	   aux	   organes	   lymphoïdes	   secondaires.	   Tout	   comme	   les	  DC,	   les	   neutrophiles	   et	   les	  
cellules	   épithéliales	   sont	   aussi	   capables	   d’adsorber,	   séquestrer	   et	   disséminer	   le	   virus.	   De	  
nombreux	  types	  cellulaires	  ont	  également	  été	  décrits	  comme	  étant	  faiblement	  permissifs	  au	  
VIH	   et	   ainsi	   constituer	   des	   réservoirs	   du	   VIH.	   Il	   s’agit	   principalement	   des	  mastocytes,	   des	  
cellules	  NK	  (Natural	  Killer),	  des	  astrocytes,	  des	  cellules	  endothéliales	  ou	  encore	  des	  cellules	  
adipeuses.	  Notons	  que	  malgré	   la	   pléiade	  de	   cellules	   cibles	   décrites	   pour	   le	  VIH,	   ses	   cibles	  
préférentielles	  restent	  les	  macrophages	  et	  les	  lymphocytes	  T	  CD4.	  	  
 
A.1-d Entrée et cycle réplicatif du VIH 
	  
	   Le	  cycle	  viral	  du	  VIH	  peut	  	  être	  divisé	  en	  plusieurs	  étapes	  clefs	  :	  l’attachement	  suivi	  
de	   l’entrée	   par	   fusion	   et	   la	   décapsidation	   du	   virus	   dans	   la	   cellule	   cible,	   la	   transcription	  
inverse	   du	   génome,	   par	   la	   transcriptase	   inverse	   virale,	   la	   translocation	   nucléaire	   du	   PIC	  
(complexe	   de	   pré-­‐intégration),	   l’intégration	   du	   provirus	   au	   génome	   cellulaire,	   la	  
transcription	   du	   provirus	   après	   activation	   cellulaire,	   l’épissage	   et	   la	   translocation	  
cytoplasmique	  des	  ARN	  épissés	  ou	  non,	  la	  traduction	  de	  l’ARN	  viral	  et	  enfin	  l’assemblage	  et	  
l’encapsidation	   de	   l’ARN	   génomique	   suivi	   du	   bourgeonnement	   des	   particules	   virales	  
immatures	  et	  leurs	  maturation.	  Chacune	  de	  ces	  étapes	  du	  cycle	  viral,	  illustrée	  dans	  la	  figure	  





Figure	   3.	   Cycle	   viral	   du	   VIH	   et	   cibles	   potentielles	   des	   molécules	   antivirales	   (18).	   La	   glycoprotéine	  
d'enveloppe	   (Env)	   engage	   le	   récepteur	   CD4	   et	   le	   corécepteur	   des	   chimiokines	   CCR5	   et/ou	   CXCR4	  
(étape	  1)	  qui	  conduit	  à	  la	  fusion	  des	  membranes	  virales	  et	  cellulaires	  et	  à	  l'entrée	  du	  VIH	  (étape	  2).	  La	  
décapsidation	   du	   virus	   près	   de	   la	   membrane	   nucléaire	   (étape	   3),	   facilite	   la	   transcription	   inverse	  
(étape	   4)	   donnant	   le	   complexe	   de	   pré-­‐intégration	   (PIC).	   Suite	   à	   l'import	   nucléaire	   (étape	   5),	   le	  
provirus	  s’intègre	  à	  la	  chromatine	  cellulaire	  en	  faisant	  intervenir	  la	  LEDGF	  (étape	  6).	  La	  transcription	  
du	  provirus	  (étape	  7)	  est	  médiée	  par	  l'ARN	  polymérase	  II	  (ARN	  Pol	  II)	  et	  le	  facteur	  positif	  d'élongation	  
de	  la	  transcription	  b	  (P-­‐TEFb)	  pour	  donner	  des	  ARNm	  viraux.	  Ces	  derniers	  quittent	  le	  noyau	  grâce	  à	  la	  
protéine	   virale	  Rev	  et	   le	   complexe	  de	   transport	   de	   l’hôte	   incluant	   la	   protéine	  CRM1	   (étape	  8).	   Ces	  
ARNm,	  de	  différentes	  tailles,	  permettent	  la	  production	  de	  protéines	  virales	  (étape	  9).	  Le	  génome	  est	  
lui,	   incorporé	  dans	  des	  particules	  virales	   (étape	  10).	  Après	  assemblage,	   les	  virions	  sont	  produits	  par	  
bourgeonnement	  de	  la	  cellule	  via	  les	  complexes	  ESCRT	  et	  ALIX	  (étape	  11	  et	  12).	  Cette	  étape	  est	  suivie	  
par	  la	  maturation	  des	  virions	  par	  les	  protéases	  (étape	  13)	  afin	  d’obtenir	  des	  particules	  virales	  matures	  
infectieuses.	  	  
Chaque	  étape	  du	  cycle	  viral	  est	  une	  cible	  potentielle	  pour	  les	  molécules	  antivirales.	  Les	  sites	  d’action	  
des	  inhibiteurs	  cliniques	  (cases	  blanches)	  et	  des	  facteurs	  de	  restriction	  cellulaires	  (cases	  bleues)	  sont	  
indiqués.	  INSTI,	  integrase	  strand	  transfer	  inhibitor;	  LTR,	  long	  terminal	  repeat;	  NNRTI,	  non-­‐nucleoside	  
reverse	  transcriptase	  inhibitor;	  NRTI,	  nucleoside	  reverse	  transcriptase	  inhibitor.	  
	  
	  
- Attachement et entrée du VIH 
	  
	   Le	   VIH	   se	   transmet	   principalement	   par	   contacts	   avec	   les	   fluides	   corporels	   (sang,	  
sperme,	   lait	   maternel).	   Une	   fois	   dans	   l’organisme,	   le	   VIH	   infecte	   les	   cellules	   T	   CD4,	   les	  
monocytes/macrophages	   et	   les	   cellules	   dendritiques	   (DC)	   (19).	   L’entrée	   du	   VIH	   se	   fait	  
principalement	   par	   fusion	   (20,	   21)	   bien	   que	   le	  mécanisme	   d’entrée	   par	   endocytose	   a	   été	  
récemment	  discuté	  (22-­‐24).	  L’adsorption	  du	  virus	  sur	  la	  cellule	  cible	  se	  fait	  après	  la	  liaison	  de	  




interaction	  gp120-­‐CD4,	  de	  forte	  affinité	  (Kd=	  10-­‐9	  M),	  est	  médiée	  par	  les	  domaines	  conservés	  
de	   la	   gp120	   et	   le	   premier	   domaine	   du	   CD4.	   L’entrée	   du	   VIH	   dans	   les	   cellules	   requiert	  
cependant	  une	  seconde	  interaction	  avec	  un	  corécepteur	  :	  CCR5	  ou	  CXCR4	  (figure	  4).	  	  
	  
	  
Figure.	  4	  :	  Représentation	  des	  différentes	  étapes	  d'entrée	  virale,	  après	  fusion	  des	  membranes	  [adapté	  
de	   (25)].	   Le	  mécanisme	  d'entrée	   du	  VIH	   est	   résumé	  dans	   le	  modèle	   ci-­‐dessous.	   Après	   liaison	  de	   la	  
gp120	  au	   récepteur	   et	   corécepteur,	   la	   gp41	   subit	   des	   changements	  de	   conformation.	   Ces	  derniers,	  
conduisent	  à	  l'exposition	  du	  peptide	  de	  fusion	  et	  à	  l'accessibilité	  du	  domaine	  N-­‐terminal	  hydrophobe	  
du	  trimère	  HR1	  contenant	  la	  région	  fusogène,	  et	  le	  trimère	  HR2.	  L’interaction	  HR1	  et	  HR2	  forme	  alors	  
un	   faisceau	  de	  6	  hélices	   conduisant	  à	   la	   fusion	  membranaire	  et	  à	   l'entrée	  du	  virus.	   La	   structure	  en	  
triple	  brin	  de	  superhélice,	  explique	  sans	  doute	  la	  faible	  immunogénicité	  chez	  les	  patients	  infectés.	  
	  
Suite	   à	   l’interaction	   gp120-­‐CD4,	   la	   gp120	   subit	   un	   changement	   de	   conformation	   qui	   lui	  
permet	   d’exposer	   sa	   région	   V3.	   Cette	   région	   V3	   est	   impliquée	   dans	   la	   liaison	   avec	   le	  
corécepteur.	   L’interaction	   gp120-­‐CCR5	   ou	   gp120-­‐CXCR4	   est	   responsable	   d’un	   second	  
changement	  de	  conformation	  de	   la	  glycoprotéine	   transmembranaire,	   la	  gp41.	  Ceci	  permet	  
alors	  d’exposer	   le	  domaine	  N-­‐terminal	  hydrophobe	  de	   la	  gp41,	  correspondant	  au	  domaine	  
de	  fusion	  du	  VIH.	  Commence	  alors	  un	  phénomène	  dynamique	  où	  les	  trimères	  HR1	  (N36)	  et	  
HR2	  (C34)	  forment	  une	  structure	  en	  épingle	  à	  cheveux	  à	  6	  hélices,	  qui	  rapproche	  et	  fusionne	  
les	  membranes	  cellulaires	  et	  virales	  (26)	  (figure	  4).	  Notons	  que	  les	  corécepteurs	  du	  VIH,	  sont	  
préférentiellement	  exprimés	  au	  niveau	  des	  microdomaines	   lipidiques	  appelés	  rafts	   (27).	  La	  
richesse	  des	  rafts	  en	  cholestérol	  et	  en	  sphingolipides	  offre	  probablement	  un	  environnement	  
idéal	  pour	  une	  fusion	  membranaire	  efficace	  et	  rapide	  (21,	  28).	  	  
De	  façon	  intéressante,	  une	  très	  faible	  immunogénicité	  des	  domaines	  conservés	  de	  la	  gp120	  
a	  été	  observée	  chez	  les	  patients	  infectés	  par	  le	  VIH-­‐1.	  Cette	  observation	  a	  suscité	  un	  grand	  
intérêt	  dans	   la	   recherche	  de	   traitement	  de	   l’infection	  au	  VIH.	  Beaucoup	  d’équipes	   se	   sont	  
penchées	  sur	  la	  génération	  d’anticorps	  à	  large	  spectre,	  neutralisant	  ces	  domaines	  conservés	  
de	  la	  gp120.	  Ces	  anticorps	  pouvant	  neutraliser	  l’interaction	  gp120-­‐CD4,	  inhiberaient	  l’entrée	  




candidats	   potentiels	   basée	   sur	   la	   neutralisation	   de	   ces	   domaines	   conservés	   de	   la	   gp120	  
continue	  activement	  à	  faire	  l’objet	  d’études.	  Plusieurs	  inhibiteurs	  d’entrée	  du	  virus	  ont	  été	  
développés	  et	  testés.	  C’est	  le	  cas	  de	  l’enfuvirtide,	  plus	  connu	  sous	  le	  nom	  de	  T20.	  Ce	  peptide	  
synthétique,	  de	  36	  acides	  aminés,	  bloque	  l’entrée	  du	  VIH-­‐1	  en	  interférant	  avec	  la	  formation	  
de	   la	   structure	   à	   6	   hélices	   obtenue	   par	   l'interaction	   des	   HR1	   et	   HR2	   de	   la	   gp41	   (29).	  
Récemment,	   un	   antagoniste	   de	   CCR5	   nommé	  Maraviroc	   ou	   Vicriviroc	   a	   été	   développé.	   Il	  
bloque	   l’interaction	   gp120-­‐CCR5	   (30).	   Tout	   comme	   le	   T20,	   le	   Maraviroc	   est	   actif	   à	   des	  
concentrations	   de	   l’ordre	   du	   nanomolaire.	   Les	   antagonistes	   de	   CCR5	   présentent	   un	   grand	  
intérêt	  dans	   la	  mesure	  où	   l’on	  sait	  que	   la	  primo-­‐infection	  par	   le	  VIH-­‐1	  est	  essentiellement	  
médiée	   par	   des	   virus	   R5	   tropiques.	   L’utilisation	   de	   ce	   type	   d'inhibiteurs	   d'entrée	   inhibe	  
efficacement,	   in	   vitro	   et	   in	   vivo,	   l'infection	  des	   cellules	  par	  des	   souches	  R5	   résistantes	  aux	  
autres	   classes	   d’antirétroviraux	   (inhibiteurs	   de	   la	   transcriptase	   inverse	   et	   de	   la	   protéase).	  
Notons	  que	  c'est	  la	  première	  classe	  de	  médicament	  anti-­‐VIH	  ciblant	  les	  cellules	  hôtes	  plutôt	  
que	  le	  virus	  directement.	  Toutefois,	  leurs	  utilisation	  présente	  quelques	  limitations,	  comme	  la	  
sélection	   et	   l'émergence	   rapide	   de	   virus	   X4.	   En	   effet,	   les	   patients	   n’ayant	   pas	   reçu	   de	  
trithérapie	  présentent	  dans	  85%	  des	   cas	  un	  virus	  R5	  alors	  que	   les	  patients	  développant	   le	  
stade	  tardif	  du	  SIDA	  présentent	  dans	  50%	  des	  cas	  des	  souches	  X4	  (31,	  32).	  Ce	  tropisme	  R5	  
est	   d’autant	   plus	   important	   que	   les	   personnes	   ayant	   une	   délétion	   sur	   le	   gène	   de	   ccr5,	  
ccr5delta32,	   résistent	   naturellement	   à	   l’infection	   (33-­‐36).	   L’unique	   cas	   de	   «	  véritable	  
guérison	  »	   contre	   l’infection	   par	   le	   VIH-­‐1	   a	   été	   observé	   chez	   un	   patient	   atteint	   d’une	  
leucémie	  qui	  a	  reçu	  une	  allogreffe	  d’un	  donneur	  homozygote	  pour	   la	  délétion	  delta32.	  Les	  
mécanismes	  moléculaires	  du	  switch	  R5-­‐X4	  restent	  très	  débattus.	  En	  plus	  de	  ces	  2	  tropismes,	  
des	  virus	  intermédiaires,	  capables	  d’utiliser	  indifféremment	  CCR5	  ou	  CXCR4	  nommés	  «	  dual	  
tropic	  »	  ou	  «	  R5X4	  tropic	  »,	  ont	  été	  observés	  chez	  des	  patients	  séropositifs	  pour	  le	  VIH-­‐1.	  	  
De	  plus,	   la	  gp120	  est	  une	  protéine	  fortement	  N-­‐glycosylée	  qui	  confère	  au	  VIH	  un	  avantage	  
précieux	   (37).	   Cette	   forte	   glycosylation	   de	   la	   gp120	   lui	   permet	   d'échapper	   au	   système	  
immunitaire,	   de	   résister	   à	   la	   dégradation	   par	   les	   protéases,	   d'adopter	   une	   structure	  
conformationnelle	  native	  et	  de	  lier	  les	  récepteurs	  cellulaires.	  Par	  ses	  carbohydrates,	  la	  gp120	  
peut	  être	  reconnue	  et	   interagir	  avec	  une	  forte	  affinité	   (Kd≅nM)	  avec	   le	  récepteur	  DC-­‐SIGN	  
présent	  à	  la	  surface	  des	  DC	  et	  monocytes/macrophages	  (38,	  39).	  Lors	  de	  la	  primo-­‐infection,	  
les	  DC	  mucosales,	  qui	  sont	  parmi	  les	  premières	  cellules	  en	  contact	  avec	  le	  VIH,	  peuvent	  lier	  
le	  virus	  par	  DC-­‐SIGN.	  Cette	  interaction	  ne	  déclenche	  pas	  les	  changements	  de	  conformation	  




rôle	  essentiel	  dans	  la	  capture	  des	  antigènes	  par	  les	  DC,	  l’apprêtement	  et	  la	  présentation	  des	  
antigènes	  aux	  T	  CD4	  des	  ganglions	  lymphatiques.	  
	  
- Décapsidation, reverse transcription et intégration du VIH 
	  
Suite	  à	  la	  pénétration	  du	  virus,	  la	  transcriptase	  inverse	  virale	  (RT)	  permet	  la	  formation	  
d’un	   ADN	   bicaténaire	   flanqué	   de	   2	   séquences	   répétées,	   les	   LTR	   (Long	   Terminal	   Repeats)	  
(figure	  5).	  Cette	  transcription	  inverse	  est	  un	  processus	  complexe	  et	  ordonné,	  débutant	  dans	  
la	   capside.	   Elle	   nécessite	   l’intervention	   de	   nombreuses	   protéines	   virales	   (MA,	   NC,	   RT,	   IN,	  
Vpr,	  ARN	  viraux)	  et	  cellulaires	  (40,	  41).	  Brièvement,	  la	  transcription	  inverse	  est	  débutée	  par	  
une	  étape	  d’initiation	  qui	  consiste	  en	  la	  fixation	  d’un	  ARNtlys	  à	  l’extrémité	  5’	  de	  l’ARN	  viral.	  
Cette	  fixation	  se	  fait	  via	  les	  18	  nucléotides	  de	  la	  partie	  3’OH	  du	  primer	  d’ARNt	  avec	  la	  région	  
PBS	  de	  l’ARN	  viral.	  Le	  complexe	  de	  transcription	  inverse	  synthétise	  ensuite	  le	  brin	  d’ADN	  de	  
polarité	  négative.	  Le	  brin	  d’ARN	  hybridé	  à	  l’ADN	  est	  dégradé	  par	  l’activité	  RNase	  H	  de	  la	  RT.	  
Les	   régions	   riches	   en	   polypurines	   (PPT)	   ne	   sont	   pas	   dégradées.	   Puis,	   la	   synthèse	   du	  
deuxième	  brin	  d’ADN	  de	  polarité	  positive,	  est	   initiée	  aux	  amorces	  PPT	  présentes	  au	  niveau	  
de	  la	  région	  3’	  (U3)	  et	  centrale	  (cPPT)	  du	  génome.	  Un	  chevauchement	  de	  deux	  segments	  de	  
taille	   identique,	   appelé	   «	   triplex	   central	   »,	   résulte	   en	   un	   déplacement	   des	   99	   premiers	  
nucléotides	   du	   brin	   d’ADN	   +	   appelé	   le	   “DNA-­‐Flap”.	   Il	   représente	   la	   fin	   de	   la	   transcription	  






Figure	  5	  :	  Processus	  de	  reverse	  transcription	  du	  génome	  du	  virus	  de	  l’	  immunodéficience	  humaine.	  
	  
La	   transcriptase	   inverse	   n’a	   pas	   d’activité	   correctrice.	   C’est	   ainsi	   que	   de	   nombreuses	  
mutations	  génomique	  ont	  lieu	  au	  cours	  de	  la	  transcription	  (environ	  3.10-­‐5	  erreurs	  par	  cycle	  
de	   réplication)	   (45).	   Ces	   dernières,	   permettent	   au	   VIH	   d’échapper	   aux	   anticorps	  




bicaténaire	  résultant	  de	  la	  transcription	  inverse	  entre	  dans	  le	  noyau	  (figure	  6).	  Cette	  étape	  
fait	  intervenir	  i)	  la	  cyclophiline	  A,	  une	  protéine	  chaperonne	  qui	  participe	  à	  la	  déstabilisation	  
des	  protéines	  de	   la	  capside	   (46),	   ii)	   la	  séquence	  de	   localisation	  nucléaire	  de	   la	  protéine	  de	  
matrice	  et	  iii)	  la	  capacité	  de	  la	  protéine	  Vpr	  à	  lier	  les	  importines	  et	  nucléoporines	  (47).	  Une	  
fois	  dans	  le	  noyau,	  l’ADN	  du	  VIH	  est	  intégré,	  par	  l’intégrase	  virale,	  au	  génome	  cellulaire	  pour	  
former	   le	  provirus.	   Le	  VIH	  ne	  peut	  pas	   se	   répliquer	  dans	   les	  cellules	  quiescentes.	  Ainsi,	  en	  
fonction	  du	  site	  d’intégration	  et	  de	  l’état	  d’activation	  de	  la	  cellule	  infectée,	  le	  provirus	  peut	  
rester	  latent	  plusieurs	  années.	  	  
	  
	  
Figure	  6	  :	  Processus	  de	  décapsidation	  et	  transport	   intracellulaire	  du	  VIH	  (40).	  1)	  Après	  fusion,	   le	  VIH	  
interagit	   avec	   le	   réseau	   d’actine.	   2)	   La	   particule,	   renfermant	   le	   complexe	   de	   RT,	   est	   dirigé	   par	   les	  
microtubules	   vers	   le	   noyau.	   3)	   Le	   complexe	   transite	   des	  microtubules	   vers	   les	   filaments	   d’actine	   à	  
proximité	  du	  noyau.	  4)	  Ces	  filaments	  permettent	  un	  mouvement	  lent	  vers	  la	  membrane	  nucléaire.	  5)	  
La	  nucléocapside	  (NC)	  s’arrête	  aux	  pores	  nucléaires	  où	  6)	  la	  transcription	  inverse	  se	  déroule.	  7)	  Le	  PIC	  
dépourvu	   du	   Flap,	   s’accumule	   dans	   la	   NC	   intacte.	   8)	   Le	   Flap	   permet	   de	   passer	   au	   travers	   du	   pore	  




- Transcription, traduction, assemblage et libération des 
virions 
	  
Suite	   à	   l’activation	   des	   cellules,	   la	   transcription	   virale	   a	   lieu	   consécutivement	   au	  
recrutement	   de	   l’ARN	   pol	   II	   cellulaire	   au	   niveau	   du	   LTR,	   en	   5’	   du	   provirus.	   Cependant,	  




boucle	   appelée	   «Tat	   Associated	   Region»	   (TAR)	   sur	   laquelle	   se	   lie	   la	   protéine	   Tat	   (48).	  
Lorsque	   la	   protéine	   Tat	   est	   absente,	   l’initiation	   de	   la	   transcription	   peut	   être	   initiée	   mais	  
l’élongation	   est	   avortée	   et/ou	   inefficace.	   La	   protéine	   Rev	   permet	   ensuite	   d’exporter	   les	  
ARNm	   mono	   ou	   non	   épissés	   vers	   le	   cytoplasme	   où	   ils	   pourront	   être	   traduits	   par	   la	  
machinerie	   cellulaire	   en	   protéines	   virales.	   Une	   fois	   assemblés,	   les	   virions	   néosynthétisés	  
sont	   libérés	   par	   bourgeonnement	   à	   partir	   de	   la	   membrane	   plasmique.	   Après	  
bourgeonnement,	   les	   protéines	   précurseurs	   Pr55gag	   et	   Pr160gag-­‐pol	   subissent	   un	   clivage	  
rendant	  ainsi	  le	  virion	  infectieux.	  
	  
	  
A. 2 La pathogénèse de l’infection par le VIH   
	  
	   L’infection	  par	  le	  VIH	  peut	  être	  divisée	  en	  3	  phases	  :	  les	  stades	  I,	  II/III	  et	  le	  stade	  SIDA	  
qui	  seront	  détaillés,	  illustrés	  et	  résumés	  dans	  cette	  partie	  (figure	  7).	  	  
	  
	  
Figure	  7	  :	  Stades	  de	  la	  maladie	  associés	  à	  l’infection	  par	  le	  VIH	  (modifié	  du	  Fields	  2007)	  
	  
A. 2-a Le stade I : la primo-infection 
	  
Au	   cours	   du	   stade	   I	   ou	   primo-­‐infection,	   le	   virus	   R5-­‐tropique,	   se	   réplique	   fortement	  
(106-­‐108	  copies	  d’ARN/mL	  de	  plasma)	  et	  cause	  en	  quelques	  jours	  une	  leucopénie	  importante	  
(49-­‐51).	   Les	   patients	   infectés	   présentent	   des	   symptômes	   rappelant	   une	   grippe	   ou	   une	  




induisant	  une	  immunité	  cellulaire	  puis	  humorale.	  En	  effet,	   in	  vivo	  une	  réponse	  cytotoxique	  
CD8	   est	   observée	   et	   permet	   de	   contrôler	   la	   réplication	   virale	   dans	   les	   T	   CD4	   (52).	   Une	  
réponse	  humorale	  est	   ensuite	  détectée	  et	  permet	  de	  mettre	  en	  évidence	   la	   séropositivité	  
des	  patients.	  Divers	   travaux	   se	   sont	  penchés	   sur	   la	   capacité	  des	   cellules	  présentatrices	  de	  
l’antigène	  (CPA)	  à	  reconnaître	  puis	  s’activer	  et	   induire	  une	  réponse	  destinée	  à	  éliminer	   les	  
cellules	   infectées	   in	   vitro.	   Ainsi,	   des	   études	   démontrent	   la	   capacité	   des	  monocytes	   et	   DC	  
plasmacytoïdes	   (pDC)	   à	   reconnaitre	   l’ARN	   simple	   brin	   du	   VIH	   par	   les	   TLR7/8	   endosomaux	  	  
suite	  à	   l’entrée	  du	  virus	  dans	   les	  cellules	   (53).	  Cette	  dernière	  est	  d’autant	  plus	   importante	  
qu’elle	  active	  les	  CPA	  et	  conduit	  à	   l’activation	  des	  NK	  et	  T	  CD8.	  Les	  NK	  et	  les	  T	  CD8	  activés	  
inhibent	  la	  réplication	  des	  virus	  R5	  (53-­‐55).	  Le	  génome	  du	  VIH	  peut	  aussi	  être	  reconnu	  après	  
la	  pénétration	  dans	  les	  cellules.	  Plus	  précisément,	  c’est	  au	  cours	  de	  la	  réplication	  virale	  que	  
l’ARN	   double	   brin	   du	   VIH	   est	   reconnu	   par	   le	   TLR3	   des	   DC	   myéloïdes	   (mDC).	   La	  
reconnaissance	  du	  VIH	  par	  ces	  récepteurs	  de	  l’immunité	  innée,	  active	  la	  maturation	  des	  DC	  
et	  conduit	  à	  l’activation	  des	  CD8.	  Ces	  T	  CD8	  sont	  ensuite	  capables	  d’éliminer	  spécifiquement	  
les	  cellules	  infectées	  par	  leur	  activité	  cytotoxique	  (53-­‐58).	  Au	  cours	  de	  cette	  phase	  on	  note	  
une	   importante	   production	   de	   cytokines	   faisant	   suite	   à	   la	   reconnaissance	   du	   VIH	   par	   le	  
système	  immunitaire.	  Cette	  activation	  exacerbée	  du	  système	  immunitaire	  serait	  une	  étape	  
clef	  de	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  
	  
A. 2-b Les Stades II/III: la phase chronique 
	  
Malgré	   ces	   réponses	   immunes	   décrites	   in	   vitro,	   le	   système	   immunitaire	   ne	   parvient	  
pas	   à	   éliminer	   définitivement	   le	   VIH.	   In	   vivo,	   les	   patients	   infectés	   évoluent	   alors	   vers	   un	  
second	  stade	  correspondant	  à	  une	   infection	   latente/chronique.	  Cette	   latence	  peut	  s’étaler	  
sur	   une	   dizaine	   d’années.	   Dans	   ce	   stade	   asymptomatique,	   le	   virus	   développe	   des	  
mécanismes	  d’échappement	  au	  système	  immunitaire	  et	  continue	  de	  se	  répliquer	  au	  niveau	  
des	  organes	  lymphoïdes	  secondaires	  et	  du	  tissu	  gastro-­‐intestinal	  lymphatique	  (GALT).	  Cette	  
réplication,	  forte	  et	  chronique,	  conduit	  à	  une	  hyperactivation	  du	  système	  immunitaire	  mais	  
aussi	   à	   la	   perte	   progressive	   du	   nombre	   et	   des	   fonctions	   des	   T	   CD4.	   Ceci	   coïncide	   avec	  
l’apparition	   des	   souches	   R5X4	   et	   X4	   tropiques.	   La	   diminution	   du	   nombre	   de	   ces	   cellules,	  
peut	   être	   induite	   par	   le	   virus	   lui-­‐même,	   suite	   à	   l’activation	   des	   programmes	   de	   mort	  
cellulaire	   (59)	   tels	   que	   TRAIL,	   Fas/FasL	   et	   à	   l’inhibition	   de	   l’hématopoïèse	   (60)	   mais	   peut	  
aussi	  être	  induite	  par	  les	  T	  CD8	  et	  les	  NK	  activés.	  	  
La	  déplétion	  des	  T	  CD4	  serait	   localisée	  principalement	  au	  niveau	  gastro-­‐intestinal.	  Dans	  ce	  




particulièrement,	   il	   apparaît	   une	   forte	   déplétion	   des	   Th17	   impliqués	   dans	   l’immunité	  
mucosale	   (61).	  En	  effet,	  des	  études	  montrent	  que	   les	  patients	   infectés	  au	  stade	  chronique	  
présentent	  10	  fois	  moins	  de	  Th17	  que	  les	  individus	  contrôles.	  Des	  observations	  similaires	  ont	  
été	   réalisées	   dans	   le	   modèle	   macaque	   Rhésus	   (62).	   La	   perte	   de	   lymphocytes	   au	   niveau	  
gastro-­‐intestinal	   est	   généralement	   accompagnée	   d’une	   apoptose	   des	   cellules	   épithéliales	  
intestinales	  et	  d’une	  altération	  de	   la	  perméabilité	  et	  des	   jonctions	   cellulaires	   (63-­‐65).	   Ceci	  
est	   dû,	   à	   l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire.	   Notamment	   à	   la	   forte	   production	   de	  
cytokines	   telles	   que	  le	   TNF-­‐α,	   l’IL-­‐2,	   l’IL-­‐4	   et	   l’IL-­‐13	   (63)	   et	   aussi	   à	   l’activité	   de	   protéines	  
virales	   telles	   que	   la	   gp120	   et	   la	   protéine	   Tat	   (66-­‐68).	   Ces	   phénomènes	   d’inflammation	   et	  
d’activation	   chronique	   ont	   pour	   conséquences	   la	   destruction	   de	   la	   barrière	   gastro-­‐
intestinale	  et	  la	  translocation	  de	  produits	  microbiens	  au	  niveau	  systémique.	  La	  translocation	  
microbienne	   est	   associée	   à	   une	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   et	   de	   chimiokines.	  
Ainsi,	   les	   bactéries	   entrant	   en	   contact	   avec	   les	   cellules	   de	   l’immunité	   contribuent	   à	  
maintenir	   l’inflammation	   et	   l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   conduisant	   à	  
l’affaiblissement	   de	   ce	   dernier.	   L’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   est	   aussi	  
importante	   puisque	   utilisée	   comme	   un	   indicateur	   de	   la	   progression	   de	   la	  maladie	   vers	   la	  
phase	  SIDA.	  En	  effet,	  l’équipe	  de	  Brenchley	  démontre	  une	  corrélation	  positive	  entre	  le	  taux	  
sérique	  de	  LPS,	  l’activation	  du	  système	  immunitaire	  et	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  
SIDA	   (69,	   70).	   Ceci	   fut	   également	   confirmé	   dans	   des	   travaux	   comparatifs	   entre	   le	   sooty	  
mangabey	   (hôte	  naturel	  du	  SIV)	  et	   le	  macaque	  Rhésus	   (70,	  71).	  Dans	  ces	  études,	  ces	  deux	  
primates	   présentent	   une	   charge	   virale	   identique	   tout	   au	   long	   de	   l’infection.	   Cependant,	   il	  
apparait	   clairement	   que	   les	   singes	   sooty	   mangabey,	   qui	   ne	   développent	   pas	   la	   maladie,	  
contrôlent	   plus	   rapidement	   l’activation	   du	   système	   immunitaire	   comparativement	   aux	  
macaques	  Rhésus.	  Ces	  derniers	  présentent	  eux,	  un	  emballement	  du	   système	   immunitaire.	  
Récemment,	  il	  a	  été	  montré	  que	  les	  monocytes	  des	  singes	  sooty	  mangabey,	  produisent	  peu	  
de	  TNF-­‐α	  en	  réponse	  au	  LPS	  comparativement	  aux	  macaques	  (72).	  Les	  macaques	  produisant	  
de	   fortes	   quantités	   de	   TNF-­‐α	   développent	   alors	   une	   hyperactivation	   du	   système	  
immunitaire.	   Cette	   étude	   confirme	   et	   souligne	   le	   rôle	   clef	   du	   TNF-­‐α	   dans	   l’	   activation	  
chronique	  et	  exacerbée	  du	   système	   immunitaire,	   responsable	  de	   l’évolution	  de	   la	  maladie	  
vers	   la	   phase	   SIDA.	   Les	   leçons	   tirées	   à	   partir	   des	   patients	   non	   progresseurs	   et	   des	   hôtes	  
naturels	  du	  SIV,	  les	  singes	  verts	  et	  sooty	  mangabey,	  soulignent	  l’importance	  du	  contrôle	  de	  
l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   suite	   au	   passage	   de	   la	   phase	   aigüe	   à	   la	   phase	  
chronique.	  Le	  rôle	  du	  TNF-­‐α	  est	  d’autant	  plus	   important	  dans	   l’affaiblissement	  du	  système	  




immunosuppressive,	   une	   diminution	   d’IL-­‐2	   et	   une	   anergie	   des	   lymphocytes	   T	   CD8.	   De	  
nombreux	  travaux	  corrèlent	  positivement	  la	  production	  d’IL-­‐10	  et	  de	  TNF-­‐α	  avec	  l’évolution	  
de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  En	  effet,	  parmi	  les	  patients	  dits	  progresseurs	  lents,	  certains	  
présentent	  un	  polymorphisme	  sur	  le	  gène	  de	  l’IL-­‐10.	  Ce	  polymorphisme	  contribue	  à	  une	  plus	  
faible	  production	  d’IL-­‐10	  et	   par	   conséquent	  permet	   aux	  patients	   atteints,	   d’évoluer	  moins	  
rapidement	   vers	   le	   stade	   SIDA	   (73,	   74).	   Dans	   ces	   conditions	   d’affaiblissement	   du	   système	  
immunitaire,	   le	   VIH	   se	   réplique	   fortement,	   entraînant	   une	   perte	   plus	   importante	   des	  
défenses	   de	   l’hôte.	   Ce	   faisant,	   l’hyperactivation	   suivit	   de	   l’affaiblissement	   du	   système	  
immunitaire	   étant	   observées	   bien	   avant	   la	   phase	   SIDA	   (75),	   ils	   feraient	   certainement	  
intervenir	   des	   facteurs	   cellulaires	   mais	   aussi	   viraux.	   L’un	   des	   candidats	   viraux	   serait	   la	  
protéine	  Tat	  du	  VIH.	  	  
	  
A. 2-c Le stade final : SIDA 
	  
Sans	  traitements	  antirétroviraux,	   l’organisme	  s’affaiblit.	  En	  effet,	   la	  perte	  de	  fonction	  
et	   du	   nombre	   de	   CD4,	   la	   perte	   de	   production	   d’IL-­‐2	   et	   la	   perte	   d’activité	   des	   CD8	  
cytotoxiques	  conduit	  les	  patients	  vers	  une	  phase	  SIDA.	  Cette	  dernière	  est	  caractérisée	  par	  un	  
seuil	   de	   CD4	   fixé	   à	   moins	   de	   200	   LT	   CD4+/µL	   de	   sang.	   Lorsque	   ce	   seuil	   est	   franchit,	   les	  
monocytes,	   DC	   et	   CD8	   sont	   infectés	   ce	   qui	   augmente	   la	   charge	   virale	   et	   accentue	  
l’affaiblissement	   du	   système	   immunitaire.	   A	   ce	   stade,	   le	   système	   immunitaire	   a	   perdu	   la	  
bataille	   et	   l’organisme	   présente	   un	   environnement	   favorable	   aux	   développements	  
d’infections	  opportunistes	  et	  de	  tumeurs	  (lymhome	  et	  sarcome	  de	  Kaposi).	  
	  
	  
B. 2 Mécanismes de persistance virale et de dérégulation du système 
immunitaire (SI) au cours de l’infection par le VIH 
 
B. 1 La dérégulation du système immunitaire inné 
	  
	   Le	   système	   immunitaire	   inné	   se	   compose	   de	   nombreux	   acteurs	   cellulaires	   et	  
humoraux	   qui	   coopèrent	   entre	   eux	   afin	   d’induire	   une	   première	   réponse	   efficace	   à	  
l’élimination	  du	  pathogène.	  Ces	  acteurs	  incluent	  les	  cytokines,	  les	  protéines	  du	  complément,	  
les	   monocytes/macrophages,	   les	   cellules	   dendritiques,	   les	   cellules	   Natural	   Killer	   et	   les	  
Lymphocytes	  Tγδ 	  (Tγδ).	  C’est	  ainsi	  que	  de	  nombreux	  virus	  dont	  le	  VIH,	  ont	  développé	  divers	  





B. 1-a Le complément 
	  
	   Dès	   l’entrée	   du	   virus	   dans	   la	   cellule,	   la	   gp120	   et	   la	   gp41	   activent	   le	   système	   du	  
complément.	   Après	   la	   séroconversion,	   l’immunité	   adaptative	   est	   pleinement	   activée	   et	  
conduit	  à	  la	  synthèse	  d’anticorps	  anti-­‐VIH,	  l'activation	  accrue	  du	  complément	  et	  aux	  dépôts	  
de	  fragments	  du	  complément	  sur	  les	  virions	  liés	  aux	  anticorps.	  On	  retrouve	  chez	  les	  patients	  
infectés	  par	  le	  VIH,	  une	  accumulation	  de	  virus	  opsonisées	  tout	  au	  long	  de	  la	  phase	  aigüe	  et	  
chronique	  de	  l’infection.	  	  
Au	   stade	   précoce,	   les	   virions	   associés	   au	   complément	   sont	   éliminés	   et	   neutralisés.	   A	   des	  
stades	   tardifs,	   la	   lyse	  dépendant	  du	   complément	   (LDC)	  ne	   joue	  qu’un	   rôle	  mineur	  dans	   la	  
réduction	  de	   la	  virémie	   (76,	  77).	  Au	  contraire,	  ce	  système	  peut	  représenter	  un	  mécanisme	  
de	  dissémination	   et	   de	   propagation	  du	  VIH.	   En	   effet,	   pendant	   le	   bourgeonnement,	   le	   VIH	  
acquiert	   une	   membrane	   cellulaire	   chargée	   de	   nombreux	   récepteurs	   de	   régulation	   du	  
complément	   tels	   que	   CD59	   et	   CD55	   (78)	   qui	   permettent	   de	   protéger	   le	   VIH	   de	   la	   lyse	  
dépendante	  du	  complément.	  Les	  virions	  non	  éliminés,	  restent	  couverts	  de	  fragment	  C3.	  Ces	  
virions	   circulants,	   interagissent	   avec	   les	   récepteurs	   aux	   compléments	   à	   la	   surface	   des	  
lymphocytes	   B,	   macrophages,	   NK,	   DC	   ce	   qui	   promeut	   l’infection	   des	   cellules	   et	   la	  
transmission	  virale.	  En	  outre,	  le	  complément	  seul	  ou	  par	  l’intermédiaire	  des	  DC	  est	  capable	  
de	  modifier	  la	  production	  de	  cytokine	  et	  créer	  un	  environnement	  favorable	  à	  l’activation	  des	  
T	  et	  à	  la	  présentation	  antigénique	  (79,	  80).	  Aussi,	   la	  liaison	  du	  C3d	  opsonisé	  sur	  le	  VIH,	  aux	  
CR2	   sur	   les	   cellules	   dendritiques	   folliculaires	   (DCF)	   des	   centres	   germinatifs	   contribue	   à	  
favoriser	  la	  création	  de	  réservoir	  viraux	  chez	  les	  individus	  infectés	  (81,	  82).	  	  
En	   résumé,	   les	   interactions	   VIH-­‐complément	   sont	   très	   complexes	   et	   contribuent,	   dans	   la	  
phase	  aigüe	  de	  l’infection,	  à	   la	  réduction	  de	  la	  charge	  virale	  par	   la	   lyse	  ou	  la	  neutralisation	  
par	  l'opsonisation.	  Lors	  de	  la	  phase	  chronique,	  	  le	  complément	  contribue	  à	  la	  propagation	  du	  
virus	  suite	  à	  l'attachement	  aux	  récepteurs	  aux	  compléments	  sur	  les	  cellules.	  
 
B. 1-b Les Interférons (IFN) et les cytokines 
	  
	   Au	  cours	  de	   la	  phase	  aigüe	  de	   l'infection,	  on	  observe	  en	  plus	  d’une	   forte	  réplication	  
virale	  et	  de	  la	  perte	  des	  T	  CD4,	  une	  forte	  production	  de	  cytokines	  pro	  et	  anti-­‐inflammatoires.	  
Récemment,	  les	  productions	  plasmatiques	  de	  cytokines	  et	  chimiokines	  au	  cours	  de	  la	  phase	  
aiguë	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH	  ont	  été	  décrites	  (83,	  84)	  (figure	  8).	  Notamment,	  on	  remarque	  :	  
-­‐	  une	  augmentation	  rapide	  et	   transitoire	  de	   la	  production	  d’	   IFN-­‐α	  et	  d'IL-­‐15	  suivi	  par	  une	  




-­‐	  une	  augmentation	  rapide	  et	  soutenue	  de	  TNF-­‐α	  et	  de	  MCP-­‐1,	  
-­‐	  une	  production	  plus	  lente	  de	  cytokines	  pro-­‐inflammatoires	  telles	  que	  l'IL-­‐6,	  l’IL-­‐8,	  l’IL-­‐12	  et	  
l'IFN-­‐γ,	  
-­‐	  et	  une	  forte	  augmentation	  de	  la	  production	  d’	  IL-­‐10	  immunorégulatrice.	  
Toutes	   ces	   cytokines	   sont	   produites	   majoritairement	   par	   les	   DC	   et	   les	   monocytes/	  
macrophages.	   En	   effet,	   les	   pDC	   sont	   la	   source	   majeure	   d'IFN-­‐α	   produit	   au	   cours	   d’une	  
infection	   virale.	   Des	   études	   in	   vitro	   ont	   montré	   que	   suite	   à	   l'endocytose	   du	   VIH	   les	   pDC	  
produisaient	  un	  grand	  nombre	  de	  cytokines	  comme	  l’IFN−α.	  En	  parallèle,	   les	  DC	  myéloïdes	  
produisent	   l'IL-­‐15	   et	   le	   TNF-­‐α 	   (56).	   Ces	   DC	   myéloïdes	   en	   collaboration	   avec	   les	  
monocytes/macrophages	   sont	   aussi	   responsables	   de	   la	   production	   lente,	   continue	   et	  
prolongée	  d'	  IL-­‐6,	  d’IL-­‐8,	  d’IL-­‐12,	  d’IL-­‐18,	  de	  TNF-­‐α 	  et	  d’IL-­‐10.	  
	  
	  
Figure	  8	  :	  La	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokines	  au	  cours	  de	  la	  phase	  aiguë	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH-­‐1	  
(83).	   Les	   cinétiques	   relatives	   de	   production	   plasmatique	   des	   protéines,	   cytokines	   et	   chimiokines	  
pendant	  la	  phase	  aiguë	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH-­‐1.	  La	  première	  ligne	  de	  cytokines	  produite	  correspond	  
à	  l’IL-­‐15	  et	  l’IFN-­‐α 	  suivie	  par	  une	  seconde	  production	  de	  TNF−α ,	  d’	  IL-­‐18,	  d’IL-­‐10	  et	  de	  CXCL10.	  
	  
	  
- Les Interférons (IFN) 
	  
	   Les	   IFN	  sont	  des	  acteurs	  majeurs	  de	   l’immunité	   innée.	  Les	   IFN α/β	  ont	  une	  activité	  
antivirale	  puissante	  à	  la	  fois	  sur	  les	  cellules	  infectées	  et	  les	  cellules	  non-­‐infectées	  (85).	  Elles	  
inhibent	   la	   réplication	   virale	   et	   en	   parallèle	   activent	   les	   NK,	   les	   macrophages	   et	   la	  
présentation	   antigéniques	   aux	   LT.	   L'IFN-­‐α/β	   induit	   la	  maturation	  des	  DC	   et	   la	   sécrétion	  de	  
diverses	  cytokines	  telles	  que	   l'IFN-­‐α/β,	   le	  TNF-­‐α	  et	   l'IL-­‐6	   (86).	  Lorsque	   l’IFN-­‐α	  est	  produite,	  




viraux,	  l'assemblage	  et	  le	  bourgeonnement	  du	  VIH.	  Le	  VIH-­‐1	  active	  la	  sécrétion	  d'IFN-­‐ α	  par	  
les	  pDC	  suite	  à	  sa	  reconnaissance	  par	   les	  TLR7/TLR8	  ou	  TLR9	  (53,	  56,	  71,	  87,	  88).	  L’	   IFN-­‐ α	  
permet	   alors	   d’	   activer	   l'expression	   de	   nombreux	   gènes	   inductibles	   aux	   IFN	   (ISG).	   Ces	   ISG	  
favorisent	   la	   prolifération	   des	   cellules	   immunitaires	   et	   induit	   un	   état	   antiviral	   dans	   les	  
cellules	   en	   induisant	   entre	   autre	   une	   cytidine	   déaminase	  :	  APOBEC3G	   (apolipoprotein	   B	  
mRNA-­‐editing,	  enzyme-­‐catalytic,	  polypeptide-­‐like	  3G).	  Cependant,	   le	  VIH	  a	  mis	  en	  place	  un	  
système	  d’échappement	  à	  APOBEC3G,	  notamment	  par	  l’intermédiaire	  de	  sa	  protéine	  Vif	  (89,	  
90).	  L’IFN-­‐α	  peut	  aussi	  agir	  en	  inhibant	  l’entrée	  et	  la	  réplication	  du	  VIH.	  Toutefois,	  il	  apparaît	  
que	  l’IFN-­‐γ,	  lui,	  active	  la	  réplication	  du	  VIH	  dans	  les	  cellules	  chroniquement	  infectées	  (91).	  
Ainsi	  au	  cours	  de	  l’infection	  aiguë,	  les	  IFN	  jouent	  un	  rôle	  protecteur	  permettant	  l’élimination	  
et/ou	   la	   neutralisation	   du	   VIH.	   Or	   au	   stade	   chronique,	   l'activation	   répétée	   et	   forte	   du	  
système	   immunitaire	   induit	   une	   inflammation	   chronique	   conduisant	   à	   l’apoptose	   des	  
cellules,	   la	   destruction	   de	   la	   barrière	   gastro-­‐intestinale,	   la	   dérégulation	   du	   réseau	   de	  
cytokines	  et	  l’affaiblissement	  du	  système	  immunitaire.	  C’est	  ainsi	  que	  la	  production	  d’IFN	  de	  
type	  I	  au	  cours	  de	  la	  phase	  chronique	  est	  utilisé	  comme	  un	  indice	  majeur	  de	  la	  progression	  
de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  
	  
- Le Tumor Necrosis Factor-α  (TNF-α) et l’ Interleukine-6 
(IL-6) 
	   	  
	   Le	   TNF-­‐α	   est	   une	   cytokine	   pro-­‐inflammatoire	   produite	   par	   les	   NK,	   LT,	   LB,	  
monocytes/macrophages	  et	  les	  neutrophiles.	  Deux	  récepteurs	  ont	  été	  décrits	  pour	  le	  TNF-­‐α,	  
le	   TNFR1	   et	   le	   TNFR2,	   et	   régulent	   la	   survie	   et	   l’apoptose	   des	   cellules	   cibles	   (92).	   Dans	  
l’infection	  par	  le	  VIH,	  le	  TNF-­‐ α	  	  est	  une	  molécule	  clef	  impliquée	  à	  la	  fois	  dans	  l’infection,	  la	  
propagation	  du	  virus	  mais	  aussi	  dans	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  et	  la	  pathogénèse	  associée	  à	  
l’infection	  par	  le	  VIH	  (figure	  9).	  	  
Des	  études	  ont	  montré	  que	  l’interaction	  TNF-­‐α/TNFR2	  déclenche	  la	  synthèse	  de	  GM-­‐CSF	  qui	  
bloque	   l’entrée	   du	   virus	   dans	   les	   macrophages	   (93).	   Cependant,	   il	   a	   été	   montré	   que	  	  
l’interaction	  du	  TNF-­‐α	  avec	  le	  TNFR1	  active	  le	  facteur	  de	  transcription	  NF-­‐κB	  qui	  augmente	  
de	  manière	  significative	  la	  réplication	  du	  VIH-­‐1	  dans	  les	  macrophages	  (94-­‐96).	  Cet	  effet	  est	  
d’autant	   plus	   important	   qu’il	   est	   potentialisé	   et	   amplifié	   par	   la	   synthèse	   d'IFN-­‐γ	    et	   la	  
synthèse	  autocrine	  de	  TNF-­‐α	   (97).	   Le	  TNF-­‐α	   contribue	  aussi	  à	   la	  progression	  de	   la	  maladie	  
par	   sa	   capacité	   à	   induire	   l’apoptose	   des	   cellules	   T.	   L’apoptose	   des	   T	   CD4	   pourrait	   être	  
induite	   par	   la	   liaison	   TNF-­‐α/TNFR1,	   alors	   que	   l’apoptose	   des	   T	   CD8	   serait	   induite	  




neurones,	  les	  oligodendrocytes	  et	  les	  astrocytes	  (92).	  Ainsi,	  une	  production	  continue	  et	  forte	  
de	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   contribue	   à	   la	   destruction	   de	   la	   barrière	   hémato-­‐
encéphalique	   et	   le	   TNF-­‐α,	   dans	   le	   SNC,	   conduit	   à	   la	   neurotoxicité.	   Cette	   dernière	   est	  
responsable	   de	   désordres	   neurologiques	   importants	   à	   l’origine	   de	   la	   démence	   associée	   à	  
l’infection	  par	  le	  VIH.	  	  
	  
	  
Figure	  9	  :	  Evolution	  du	  nombre	  de	   lymphocytes	  T	  CD4	  et	  de	   la	  charge	  virale	  au	  cours	  des	  différents	  
stades	   de	   l'infection	   par	   le	   VIH.	   Représentation	   schématique	   de	   la	   relation	   entre	   le	   nombre	   des	  
cellules	  T	  par	  microlitre	  sang	  (ligne	  bleue)	  et	   la	  virémie	  (copies	  d'ARNVIH	  /	  mL	  sang)	   (ligne	  rouge)	  au	  
cours	  du	  temps	  d’infection.	  Deux	  mécanismes	  majeurs	  impliqués	  dans	  le	  dysfonctionnement	  des	  T	  et	  
la	   progression	   de	   la	   maladie	   vers	   la	   phase	   SIDA	   sont	   représentés	   (unités	   arbitraires)	   tels	   que	  
l'augmentation	   des	   facteurs	   pro-­‐inflammatoires	   TNF-­‐α,	   IL-­‐6,	   IFN-­‐α	   (ligne	   rose),	   et	   la	   régulation	  
positive	  des	  facteurs	  immunosuppresseurs	  comme	  l'IL-­‐10,	  PD-­‐1,	  PDL-­‐1	  et	  IDO	  (ligne	  verte).	  
	  
	   Tout	   comme	   le	   TNF-­‐α,	   l’IL-­‐6	   est	   une	   cytokine	   pro-­‐inflammatoire.	   Elle	   est	   produite	  
par	   les	  macrophages,	   DC,	   LT	   et	   les	   cellules	   B	   en	   réponse	   à	   des	   infections	   bactériennes	   et	  
virales.	   L’	   IL-­‐6	   a	   pour	   rôle	   de	   stimuler	   les	   cellules	   B,	   d’activer	   la	   différenciation	   des	  
monocytes	  et	  des	  T	  producteurs	  d’IL-­‐4	  (99).	  Au	  cours	  de	  l’infection	  virale,	  l’IL-­‐6	  augmente	  la	  
réplication	   du	   VIH-­‐1	   dans	   les	   macrophages	   et	   les	   lignées	   U1	   (lignée	   promonocytaire	  
chroniquement	  infectée	  par	  le	  VIH-­‐1)	  et	  améliore	  la	  production	  de	  TNF-­‐α	  (100)	  (figure	  9).	  
	  
- L’Interleukine -10 (IL-10) 
	  
	   L’IL-­‐10	   est	   une	   cytokine	   anti-­‐inflammatoire	   produite	   par	   les	   DC,	   les	   T	   activés,	   les	  
cellules	   B	   et	   les	   monocytes/macrophages.	   La	   production	   d’IL-­‐10	   a	   pour	   effet	   d’inhiber	   la	  
sécrétion	  de	   cytokines	  pro-­‐inflammatoires	   telles	  que	   l’IL-­‐1,	   l’IL-­‐6,	   l’IL-­‐8,	   l’IL-­‐12	  et	   le	  TNF-­‐α,	  




l’expression	   du	   système	   régulateur	   PD1/PD1L.	   De	   plus,	   l’IL-­‐10	   contribue	   à	   activer	   la	  
cytotoxicité	  des	  NK	  et	  des	  lymphocytes	  T	  CD8.	  	  
	   Dès	   le	   stade	  asymptomatique,	  on	   remarque	  une	  augmentation	  progressive	  d’IL-­‐10	  
sérique	  qui	  interfère	  avec	  l’infection	  virale	  chez	  les	  patients	  VIH+	  (74,	  101-­‐103)	  (figures	  8	  et	  
9).	  L’IL-­‐10	  agit	  sur	  2	  niveaux:	  i)	  la	  réplication	  virale	  et	  ii)	  l’inhibition	  des	  réponses	  T.	  	  
Tout	   d’abord,	   des	   travaux	   ont	   montré	   l’implication	   de	   l’IL-­‐10	   dans	   l’inhibition	   de	   la	  
réplication	   du	   VIH.	   En	   effet,	   le	   prétraitement	   des	   monocytes	   avec	   l'IL-­‐10	   diminue	  
significativement	   l’expression	   des	  ARN	   viraux	   et	   inhibe	   la	   réplication	   du	  VIH	   (94,	   104).	   De	  
plus,	  des	  expériences	  de	  co-­‐cultures	  ont	  montré	  que	  l’IL-­‐10	  inhibe	  la	  réplication	  des	  souches	  
X4	   lorsque	   les	  macrophages	   sont	   co-­‐cultivés	   avec	   des	   LT.	   Dans	   le	   cas	   ou	   la	   co-­‐culture	   est	  
composée	   de	   lymphocytes	   et	   cellules	   dendritiques,	   l’IL-­‐10	   augmente	   la	   réplication	   virale	  
(105).	   Ces	   travaux	   suggèrent	   ainsi	   un	   rôle	   de	   l’IL-­‐10	   dans	   l’émergence	   des	   souches	   X4	   du	  
VIH-­‐1	   au	   cours	   de	   l’infection.	   L’IL-­‐10	   a	   aussi	   été	   rapporté	   comme	   pouvant	   contribuer	   à	  
augmenter	  l’infection	  des	  monocytes	  par	  le	  VIH	  en	  favorisant	  l’expression	  des	  CCR1,	  CCR2	  et	  
CCR5	  (106).	  	  
L’IL-­‐10	  est	  aussi	  associée,	  dès	  le	  stade	  asymptomatique,	  à	  un	  dysfonctionnement	  du	  système	  
immunitaire,	  en	  inhibant	  notamment	  la	  prolifération	  des	  T	  CD4.	  Les	  travaux	  de	  Clerici	  et	  al.,	  
ont	  montré	  que	  les	  CD4	  des	  patients	  au	  stade	  asymptomatique	  perdent	  progressivement	  la	  
capacité	  à	  proliférer	  (107).	  Cette	  inhibition	  et	  anergie	  des	  cellules	  T	  est	  due	  à	  la	  production	  
importante	   d’IL-­‐10	   par	   les	  monocytes/macrophages	   (108,	   109).	   Plus	   précisément,	   il	   a	   été	  
montré	   que	   l’IL-­‐10	   augmente	   l’expression	   de	   PD1	   et	   PD1L	   sur	   les	  monocytes	   et	   LT.	   Cette	  
augmentation	  de	  PD1/PD1L	  est	  corrélée	  positivement	  avec	  la	  perte	  des	  LT	  et	  l’évolution	  de	  
la	   maladie	   vers	   la	   phase	   SIDA	   (figure	   9).	   Des	   études	   réalisées	   dans	   le	   modèle	   macaque	  
Rhésus	   et	   le	   singe	   sooty	   mangabey	   confirment	   l’importance	   de	   l’IL-­‐10	   et	   du	   système	  
PD1/PD1L	   dans	   l’évolution	   de	   la	  maladie	   vers	   la	   phase	   SIDA	   (110,	   111).	   En	   effet,	   le	   singe	  
sooty	   mangabey,	   hôte	   naturel	   du	   SIV	   qui	   ne	   développe	   pas	   le	   stade	   SIDA,	   exprime	   très	  
précocement	   le	   système	  PD1/PD1L	   au	   cours	   de	   l’infection.	   Comparativement,	   le	  macaque	  
Rhésus	   qui	   développe	   le	   SIDA,	   n’exprime	   ce	   système	  que	   très	   tardivement	   au	   cours	   de	   la	  
phase	   chronique.	   En	   d’autre	   termes,	   l’expression	   très	   précoce	   de	   l’IL-­‐10	   et	   du	   système	  
PD1/PD1L	  permet	  d’inhiber	  l’hyperactivation	  du	  système	  immunitaire	  et	  donc	  l’évolution	  de	  
la	  maladie	  vers	   la	  phase	  SIDA.	   L’importance	  de	   l’IL-­‐10	  dans	   l’infection	  au	  VIH	  a	  également	  
été	   analysée	   et	   confirmée	   chez	   l’homme.	   En	   effet,	   les	   patients	   qui	   présentent	   un	  
polymorphisme	  sur	  le	  gène	  de	  l’IL-­‐10	  progressent	  moins	  rapidement	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  De	  
plus,	  chez	  les	  patients	  dits	  non	  progresseurs	  on	  retrouve	  une	  très	  faible	  concentration	  d’IL-­‐




sous	  trithérapie	  (74,	  114).	  Le	  rôle	  crucial	  de	  l’IL-­‐10	  dans	  l’évolution	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH-­‐1	  
est	   d’autant	   plus	   important	   qu’elle	   favorise	   le	   développement	   de	   réservoirs	   viraux	   et	   la	  
persistance	  du	  VIH.	  
	  
	   Au	   vu	   du	   rôle	   important	   de	   ces	   cytokines	   dans	   l’activation	   et	   la	   régulation	   du	  
système	  immmunitaire,	  il	  apparaît	  clair	  que	  de	  nombreux	  virus	  ont	  pour	  intérêt	  d’induire	  ces	  
molécules	   afin	  de	   se	  disséminer	  et	  de	  persister.	  C’est	   ainsi	   que	   le	  VIH	  a	  mis	  en	  place,	  par	  
l’intermédiaire	  de	  ses	  protéines	  virales,	  des	  mécanismes	  permettant	  d’induire	  ces	  cytokines	  
et	   déréguler	   le	   réseau	   cytokinique.	   Notamment,	   les	   gp41	   et	   gp120	   induisent	   une	   rapide	  
augmentation	  de	  la	  production	  d’IL-­‐10	  et	  de	  TNF-­‐α	  par	  les	  monocytes	  et	  pas	  les	  cellules	  T,	  B	  
ou	   NK	   (115-­‐117).	   La	   protéine	   Nef	   et	   Tat	   sont	   aussi	   responsables	   de	   la	   production	   d’IL-­‐10	  
et/ou	  de	  TNF-­‐α	  et	  d’IL-­‐6	  dans	  les	  monocytes	  (118-­‐120).	  	  
	  
B. 1-c Les cellules immunitaires innées 
	   	  
	   Au	  cours	  de	  la	  primo-­‐infection,	   les	  virus	  R5-­‐tropiques	  sont	  capturés	  par	   les	  cellules	  
puis	  transférés	  aux	  cellules	  cibles	  exprimant	  CCR5.	  Ainsi,	  le	  VIH-­‐1	  traverse	  la	  muqueuse	  par	  
fixation	   ou	   infection	   des	   DC,	   transcytose	   ou	   infection	   des	   macrophages.	   Diverses	   cellules	  
composent	   le	   système	   immunitaire	   inné	   telles	   que	   les	   DC,	   les	   NK,	   les	   macrophages	   et	  
représentent	  la	  première	  ligne	  de	  défense	  contre	  le	  VIH.	  
 
- Les cellules dendritiques (DC) 
	  
	   Les	  DC	  sont	  des	  cellules	  présentatrices	  de	  l’antigène	  (CPA)	  qui	  peuvent	  être	  divisées	  
en	   plusieurs	   types.	   On	   retrouve	   les	   DC	   classiques	   myéloïdes	   (cellules	   de	   Langerhans,	   DC	  
dermiques)	  et	  les	  DC	  plasmacytoïdes.	  Ces	  deux	  classes	  de	  DC	  diffèrent	  en	  fonction	  de	  leurs	  
localisations,	  leurs	  expressions	  de	  lectines	  de	  type	  C	  et	  de	  Toll	  Like	  Receptor	  (TLR).	  Les	  rôles	  
de	  chaque	  type	  de	  DC	  dans	  l'infection	  au	  VIH,	  la	  production	  de	  cytokines	  et	  la	  pathogénèse	  
associée	   au	   VIH	   sont	   résumés	   dans	   le	   Tableau	   1.	   Récemment,	   il	   a	   été	   montré	   que	  
l'épuisement	  des	  mDC	  et	  pDC	  de	  la	  circulation,	  se	  produit	  dès	  la	  phase	  asymptomatique	  de	  
l'infection	   par	   le	   VIH	   (121).	   Cet	   épuisement	   des	   DC	   de	   la	   circulation	   est	   dû	   à	   leurs	  
redistributions	   vers	   les	   organes	   lymphoïdes	   suite	   à	   l’expression	   de	   CCR7.	   Ainsi,	   la	  	  
restauration	   des	   DC	   circulantes	   représente	   une	   étape	   clef	   dans	   la	   réponse	   immunitaire	  










- Les monocytes/macrophages 
	  
	   Au	   cours	   de	   l'infection	   par	   le	   VIH,	   les	   monocytes/macrophages	   sont	   parmi	   les	  
premières	   cellules	   rencontrées	   par	   le	   virus.	   Le	   virus	   présent	   dans	   les	  




Ceci	  contribue	  alors	  à	  la	  persistance	  et	  à	  la	  propagation	  du	  virus	  au	  travers	  l’organisme	  (122-­‐
126).	  Par	  exemple	  le	  VIH	  peut	  se	  retrouver	  dans	  le	  cerveau	  (123,	  127).	  En	  effet,	  le	  VIH	  et	  le	  
SIV	   peuvent	   entrer	   dans	   le	   système	   nerveux	   central	   (SNC)	   par	   l’intermédiaire	   des	  
monocytes/macrophages.	  Ce	  phénomène	  joue	  un	  rôle	  crucial	  dans	  la	  neuropathogénèse	  de	  
l'infection	   et	   contribue	   à	   la	   production	   de	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   et	   neurotoxines	  
dans	   le	   SNC,	   responsables	   de	   la	   démence	   (127).	   Les	   cytokines	   et	   chimiokines	   pro-­‐
inflammatoires	   perturbent	   l’homéostasie	   de	   la	   barrière	   hémato-­‐encéphalique	   ce	   qui	  
entraîne	   sa	   destruction	   et	   facilite	   l'entrée	   des	   monocytes	   dans	   le	   cerveau	   (125,	   126).	   En	  
particulier,	   CCL2,	   principalement	   sécrétée	   par	   les	   monocytes/macrophages,	   initie	   la	  
migration	   des	   cellules	   T	   et	   monocytes	   dans	   le	   SNC.	   Ceci	   conduit	   à	   la	   mort	   des	   cellules	  
neuronales	   au	   cours	   de	   l'infection	   par	   le	   VIH	   et	   le	   SIV	   (128,	   129).	   La	   production	   de	   ces	  
cytokines	  par	   les	  monocytes/macrophages	  se	   fait	  principalement	  par	   la	  protéine	  virale	  Tat	  
(130).	  	  
Aussi,	   le	   VIH,	   une	   fois	   internalisé	   par	   les	   macrophages,	   peut	   s'accumuler	   dans	   des	   corps	  
multivésiculaires	   intracellulaires.	   Ces	   derniers	   facilitent	   l’assemblage	   et	   l’échappement	   du	  
virus	   au	   système	   immunitaire	   (131).	   Une	   fois	   la	   synapse	   virologique	   formée	   entre	   un	  
macrophage	  et	  une	  cellule	  T,	  le	  virus	  peut	  être	  efficacement	  transmis	  aux	  lymphocytes	  T.	  Le	  
macrophage	  tissulaire	  agit	  alors	  comme	  un	  «cheval	  de	  Troie»,	  qui	  cache	  le	  virus	  au	  système	  
immunitaire	  avant	  de	  le	  diffuser.	  Des	  études	  in	  vitro	  et	  in	  vivo	  ont	  montré	  une	  altération	  de	  
la	   fonction	   des	   macrophages	   par	   le	   VIH-­‐1.	   En	   effet,	   les	   macrophages	   de	   personnes	   VIH+	  
présentent	   un	   défaut	   de	   phagocytose.	   Récemment,	   il	   a	   été	  montré	   que	   c’est	   la	   protéine	  
virale	  Nef	  qui	  est	  responsable	  de	  ce	  défaut	  (132).	  	  
Le	   VIH,	   par	   ses	   protéines	   accessoires,	   est	   aussi	   capable	   de	   modifier	   les	   réponses	  
immunitaires	  induites	  par	  les	  macrophages	  (133,	  134)	  et	  promouvoir	  la	  réplication	  virale	  par	  
la	   sécrétion	   de	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   (134-­‐136).	   De	   plus,	   la	   production	   d’IFN,	   de	  
cytokines	   et	   chimiokines	   NF-­‐κB	   dépendante,	   permet	   le	   recrutement	   des	   CD4	   et	   des	  
macrophages	  aux	  sites	  d'infection	  ce	  qui	  favoriserait	  la	  propagation	  du	  VIH	  (137-­‐139).	  
	  
	   Ainsi,	   les	   monocytes/macrophages	   représentent	   un	   réservoir	   important	   du	   VIH	  
permettant	   d’expliquer	   la	   persistance	   du	   virus.	   Néanmoins,	   le	   VIH	   affecte	   de	   façon	   forte	  
plusieurs	  fonctions	  des	  monocytes/macrophages	  dont	  le	  :	  chimiotactisme,	  la	  phagocytose,	  le	  
stress	  oxydatif,	  la	  présentation	  des	  antigènes	  et	  la	  production	  de	  cytokines.	  Par	  conséquent,	  
le	   VIH	   en	   agissant	   sur	   ces	   cellules	   clefs	   du	   système	   immunitaire,	   échappe	   aux	   réponses	  





- Les cellules Natural Killer (NK) 
	  
	   Les	  NK	  sont	  des	  cellules	  qui	  circulent	  dans	  le	  sang	  et	  la	  rate	  et	  sont	  activées	  par	  l’IFN	  
de	   type	   I.	   Ces	   NK	   n'expriment	   pas	   de	   TCR,	   sont	   CD3	   négative,	   produisent	   des	   quantités	  
élevées	  de	  cytokines	  et	  chimiokines	  telles	  que	  MIP-­‐1α,	  MIP-­‐1β,	  RANTES,	  TNF-­‐α,	  GM-­‐CSF	  ou	  
l'IFN-­‐γ	    et	   possèdent	   une	   activité	   cytotoxique	   perforine/granzyme	   (140-­‐144).	   Chez	   les	  
individus	   infectés	   par	   le	   VIH,	   on	   remarque	   un	   défaut	   dans	   la	   réponse	   cytotoxique	   et	   la	  
sécrétion	  de	  MIP-­‐1α,	  MIP-­‐1β	  et	  RANTES	  par	  les	  NK	  (145-­‐147).	  Le	  défaut	  de	  fonction	  des	  NK	  
se	   manifeste	   dès	   le	   début	   de	   l'infection.	   Elle	   peut	   être	   attribuée	   à	   plusieurs	   facteurs	  
notamment	  :	   i)	   la	  diminution	  des	   stocks	   intracellulaires	  de	  perforine/granzyme	   (148);	   ii)	   la	  
régulation	  de	  l’expression	  des	  récepteurs	  inhibiteurs	  des	  NK.	  De	  plus,	  il	  apparait	  au	  cours	  de	  
la	  phase	  chronique	  et	  de	  la	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokine,	  une	  activation	  inappropriée	  
des	  NK	  périphériques	  conduisant	  à	  l'épuisement	  ou	  à	  l’	  anergie	  des	  NK	  (149,	  150).	  
	  
- Les lymphocytes Tγδ  
	  
	   Les	  cellules	  Tγδ	  sont	  principalement	  situées	  dans	  la	  muqueuse	  gastro-­‐intestinale.	  Ils	  
jouent	   un	   rôle	   essentiel	   dans	   la	   défense	   contre	   les	   agents	   pathogènes	   comme	   le	   virus	   de	  
l'herpès	  simplex,	  le	  virus	  Epstein-­‐Barr	  et	  le	  VIH-­‐1	  (151).	  En	  effet,	  des	  études	  de	  co-­‐culture	  de	  
cellules	   Tγδ	   avec	   des	   lymphocytes	   T	   infectés,	   conduit	   à	   la	   lyse	   des	   cellules	   infectées	   et	   la	  
production	   de	   facteurs	   réprimant	   l’infection	   au	   VIH-­‐1	   (152,	   153).	   Dès	   la	   phase	   aigüe,	  
l’Infection	   par	   le	   VIH-­‐1	   est	   accompagnée	   de	   nombreux	   changements	   et	   perturbation	   des	  
Tγδ,	  qui	  persistent	  tout	  au	  long	  de	  l’infection.	  Les	  facteurs	  impliqués	  dans	  ces	  changements	  
restent	  à	  étudier.	  
	  
	  
B. 2 La dérégulation du système immunitaire adaptatif 
	  
	   Dès	  la	  primo-­‐infection,	  une	  dérégulation	  de	  la	  production	  de	  cytokines	  est	  observée	  
et	   conduit	   à	   l’évolution	   de	   la	   maladie.	   Cette	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   est	  
importante	  puisqu’elle	  participe	  activement	  à	  la	  physiopathologie	  de	  l’infection	  en	  agissant	  
sur	  la	  réplication	  virale,	  l’inactivation	  du	  système	  immunitaire,	  l’induction	  de	  l’apoptose	  et	  la	  
neurotoxicité.	   Il	   a	   été	   montré	   que	   les	   individus	   dits	   non-­‐progresseurs,	   qui	   contrôlent	  
efficacement	  la	  virémie	  grâce	  à	  une	  réponse	  immune,	  présentent	  un	  équilibre	  des	  réponses	  




dérégulation	  de	  la	  balance	  Th1/Th2	  (figure	  10).	  	  
	  
	  
Figure	  10.	  Les	  voies	  de	  différenciation	  des	  lymphocytes	  T.	  Les	  T	  naïfs	  (Th0),	  peuvent	  se	  différencier	  en	  
différents	  sous-­‐ensembles	  en	  fonction	  des	  cytokines	  présentes	  dans	  l'environnement.	  Les	  facteurs	  de	  
transcription	   caractéristiques	   de	   chaque	   type	   cellulaire	   (en	   italique)	   et	   les	   cytokines	   produites	   (en	  
gras)	  sont	  représentés	  ci-­‐dessus.	  
	  
En	   effet,	   chez	   les	   patients	   infectés,	   il	   a	   été	   observé	   dès	   le	   stade	   asymptomatique,	   une	  
diminution	  de	   la	  synthèse	  d’IL-­‐12	  et	  une	  forte	  production	  d’IL-­‐1,	   IL-­‐4,	   IL-­‐5,	   IL-­‐6,	   IL-­‐10	  et	  de	  
TNF-­‐α	   (75,	   155).	   Chez	   ces	   patients,	   la	   réponse	   est	   orientée	   vers	   un	   profil	   Th2	   inefficace	   à	  
l’élimination	  du	  virus.	  D’autres	  travaux	  semblent	  privilégier	  une	  transition	  vers	  un	  profil	  Th0	  
lors	  de	   l’évolution	  de	   l’infection	  vers	   le	   stade	  SIDA.	  Les	  Th0	  secrètent	  à	   la	   fois	   l’IL-­‐2,	   l’IL-­‐4,	  
l’IL-­‐5,	  l’IL-­‐10	  et	  l’IFN-­‐γ.	  Une	  étude	  réalisée	  chez	  l’homme	  a	  montré	  que	  seule	  la	  synthèse	  de	  
l’IL-­‐10	  et	  du	  TNF-­‐α	  est	  augmentée,	  sept	  jours	  seulement	  après	  l’apparition	  de	  la	  virémie	  au	  
cours	   de	   l’infection	   aiguë	   (156).	   Ces	   cytokines	   seraient	   alors	   des	  molécules	   clefs,	   induites	  
entre	  autres	  par	  Tat,	  dans	  l’	  inhibition	  et	  la	  perturbation	  de	  la	  réponse	  Th1	  et	  resteraient	  des	  
molécules	  essentielles	  à	  la	  progression	  de	  l’infection	  et	  à	  la	  pathogenèse	  du	  VIH.	  	  
 
B. 2-a L’IL-12 et l’IL-27 deux cytokines Th1 inhibées au cours de 
l’infection 
	  
	   L’	  IL-­‐12	  active	  est	  un	  dimère	  composé	  de	  l'IL-­‐12p35	  et	  IL-­‐12p40.	  Elle	  est	  sécrétée	  par	  
les	  monocytes/macrophages	  et	   les	  DC.	  L’IL-­‐12	  permet	  de	  différencier	   les	   lymphocytes	  T	  en	  
lymphocyte	  de	  type	  Th1	  et	  est	  responsable	  de	  l'induction	  d’	  IFN-­‐γ.	  Chez	  les	  patients	  VIH+,	  on	  




récepteur	   (161).	  Des	  études	   in	   vitro	  montrent	  que	   le	   traitement	  des	  cellules	  T	  de	  patients	  
infectés	  avec	  de	  l’IL-­‐12	  recombinante	  améliore	  les	  réponses	  immunes	  contre	  le	  virus	  (162).	  
De	   façon	   intéressante,	   des	   études	   de	   vaccinologie	   basées	   sur	   l’utilisation	   de	   vecteurs	  
exprimant	   l'IL-­‐12	   ont	   présenté	   un	   fort	   succès	   dans	   les	   modèles	   animaux	   (163,	   164).	  
L’immunisation	  de	  souris	  Wt	  et	  IL-­‐12	  KO	  avec	  un	  vecteur	  codant	  la	  gp120	  a	  permis	  de	  mettre	  
en	  évidence	  un	  rôle	  essentiel	  de	  l’IL-­‐12	  dans	  la	  réponse	  T	  cytotoxique	  contre	  la	  gp.	  En	  outre,	  
la	  reconstitution	  en	  IL-­‐12	  des	  souris	  déficientes	  permet	  de	  restaurer	  la	  réponse	  T	  (165,	  166).	  
Cependant,	  la	  toxicité	  de	  l'IL-­‐12	  reste	  un	  sujet	  de	  préoccupation.	  
	   L’	  IL-­‐27	  a	  été	  découverte	  en	  2002	  par	  Pflanz	  et	  al.	  comme	  un	  nouveau	  membre	  de	  la	  
famille	  des	  cytokines	  IL-­‐12	  (167,	  168),	  possédant	  des	  propriétés	  pro-­‐et	  anti-­‐inflammatoires.	  
Elle	   régule	   la	   fonction	   des	  monocytes/macrophages	   (169,	   170),	   l'activation	   des	   T	   naïfs	   et	  
leurs	  différenciation	  en	  Th1.	  L’	  IL-­‐27	  contrôle	  la	  réplication	  du	  VIH	  en	  induisant	  divers	  gènes	  
inductibles	   aux	   IFN	   (171).	   Peu	   d'études	   ont	   décrit	   comment	   le	   VIH	   affecte	   l'IL-­‐27.	   La	  
première	  étude	  a	  consisté	  à	  examiner	   l'impact	  de	   l'infection	  par	   le	  VIH	  sur	   l'expression	  de	  
l’IL-­‐27	  circulante.	  L’équipe	  de	  Guzzo	  et	  al.	  2010,	  ont	  ainsi	  observé	  une	  corrélation	  négative	  
entre	  l'IL-­‐27	  et	  la	  charge	  virale,	  qui	  suggère	  que	  le	  VIH	  inhibe	  l'expression	  de	  l'IL-­‐27.	  
	  
B. 2-b Les lymphocytes Th17 
	  
	   Les	   Th17	   jouent	   un	   rôle	   important	   dans	   la	   régulation	   de	   l'immunité	  mucosale.	   Ils	  
sont	  retrouvés	  dans	  le	  tractus	  gastro-­‐intestinal	  (62)	  et	  limitent	  la	  translocation	  microbienne	  
au	   niveau	   systémique	   en	   augmentant	   l'expression	   de	   peptides	   antimicrobiens	   et	   en	  
mobilisant	  les	  neutrophiles	  aux	  sites	  infectés.	  Le	  GALT	  est	  un	  important	  réservoir	  de	  cellules	  
T	   CD4	   et	   une	   source	   de	   Th17.	   C’est	   aussi	   un	   site	   clef	   de	   la	   réplication	   du	   VIH	   et	   par	  
conséquent	  de	   la	  perte	  des	  T	  CD4	  (172,	  173).	  Aussi	  bien	  au	  cours	  des	   infections	  par	   le	  SIV	  
chez	   les	  macaques	  Rhésus,	   que	  par	   le	  VIH	   chez	   l’homme,	   on	  observe	   une	  perte	   rapide	   et	  
significative	  des	  Th17	  au	  niveau	  du	  GALT.	  Cette	  perte	  a	  pour	  conséquence	   la	  translocation	  
microbienne	   (172,	   174)	   et	   une	   inflammation	   des	   muqueuses	   (175).	   C’est	   ainsi	   que	   de	  
nombreuses	   études	   ont	   montré	   une	   corrélation	   positive	   avec	   les	   concentrations	  
plasmatiques	  de	  LPS	  et	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA	  (176-­‐178).	  	  
Chez	   les	  patients	  VIH+,	  on	  observe	  un	  défaut	  de	  production	  d’	   IL-­‐17	  associé	  à	  une	  virémie	  
élevée	  (179).	  En	  2008,	  Macal	  et	  al.	  ont	  montré	  qu’une	  restauration	  des	  cellules	  CD4	  (>	  50%)	  
pouvait	  être	  atteinte	  et	  être	  associée	  aux	  Th17	  (180).	  De	  plus,	  des	  études	  réalisées	  chez	  les	  
macaques	  Rhésus,	  ont	  permis	  de	  constater	  que	  la	  perte	  de	  Th17	  au	  niveau	  mucosale	  prédit	  




l’importance	   de	   l’IL-­‐17	   et	   des	   Th17	   dans	   le	   contrôle	   de	   l’infection	   et	   la	   restauration	   des	  
cellules	  T.	  De	  façon	  intéressante,	  une	  étude	   in	  vivo	  a	  montré	  que	  le	  virus	  R5-­‐tropique	  cible	  
préférentiellement	  les	  Th17	  CCR6+	  CCR5+	  (182).	  Les	  T	  fortement	  permissifs	  à	  la	  réplication	  du	  
VIH	  sont	  les	  cellules	  T	  exprimant	  CCR4+	  CCR6+	  et	  CXCR3+	  CCR6+.	  Ces	  dernières	  expriment	  des	  
cytokines	  et	  des	  facteurs	  de	  transcription	  spécifiques	  des	  Th17	  et	  Th1/Th17	  respectivement.	  
Au	  cours	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH/SIV,	  il	  a	  été	  constaté	  un	  épuisement	  des	  cellules	  Th17	  dès	  
les	  premières	   semaines	  de	   l’infection.	  Bien	  qu'il	   n'y	  ait	  pas	   suffisamment	  de	  preuves	  pour	  
affirmer	  que	  les	  Th17	  sont	  importants	  dans	  l’évolution	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH,	  il	  est	  encore	  
difficile	  de	  savoir	  comment	  les	  Th17	  et	  l’	  IL-­‐17	  sont	  régulés	  lors	  de	  l'infection	  par	  le	  VIH.	  	  
	  
B. 2-c Les lymphocytes Treg 
	  
	   Les	  Treg	  ont	  pour	   rôle	  de	  réprimer	  et	  contrôler	   l'activation	   immunitaire.	  Elles	  sont	  
définies	  comme	  des	  cellules	  CD4+,	  CD25+	  et	  Foxp3+.	  Dans	  l'infection	  au	  VIH,	  les	  Treg	  ont	  un	  
effet	   protecteur	   en	   inhibant	   à	   la	   fois	   l’infection	   des	   T	   CD4	   conventionnels	   et	   l'activité	  
cytotoxique	   des	   T	   CD8	   (183,	   184).	   Les	   Tregs	   peuvent	   être	   infectés	   par	   le	   VIH	   et	   plus	  
particulièrement	  par	   les	  virus	  X4	  (185).	  Le	  virus	  peut	  aussi	  se	   lier	  aux	  Treg	  via	   l’interaction	  
gp120/CD4.	   Cette	   interaction	   a	   pour	   conséquences	   d’augmenter	   l’activité	   suppressive	   des	  
Treg,	   leurs	   survies	   et	   leurs	   migrations	   vers	   les	   ganglions	   lymphatiques	   et	   les	   tissus	  
lymphoïdes	   (186,	   187).	   L’infection	   par	   le	   VIH	   est	   associée	   à	   une	   augmentation	   de	   la	  
fréquence	   relative	  des	   Treg	  dans	   les	   CD4	  et	   une	  diminution	  de	   leur	   nombre	   absolu	   (188).	  
Fait	  intéressant,	  une	  étude	  menée	  par	  Weiss	  et	  al.	  en	  2010,	  a	  démontré	  que	  les	  Treg	  sont	  en	  
mesure	   de	   contrôler	   l'activation	   immunitaire	   chez	   les	   patients	   sous	   antirétroviraux	   (189).	  
L’activation	  du	  système	  immunitaire	  est	  liée	  à	  la	  progression	  de	  la	  maladie	  (190-­‐193).	  Ainsi,	  
les	   Tregs	   activés	   pourraient	   avoir	   un	   effet	   protecteur	   en	   contrôlant	   cette	   hyperactivation	  
lors	  de	   l'infection	  chronique	  (194,	  195).	  Cependant,	   l'excès	  d’activité	  des	  Treg,	  en	  parallèle	  
avec	   la	   forte	   production	   d’IL-­‐10	   et	   des	   réponses	   immunes	   de	   type	   Th2,	   résulte	   en	   la	  
suppression	  trop	  importante	  du	  système	  immunitaire.	  Cette	  inhibition	  conduit	  elle	  aussi,	  à	  la	  
progression	  de	   la	  maladie	   (183,	  196).	  Enfin,	   l’équipe	  de	  B.	  Kanwar	  et	  al.	   suggère	  que	  c'est	  
l'équilibre	  relatif	  des	  deux	  sous-­‐populations	  de	  cellules	  T	  :	  Th17	  et	  Treg	  qui	  est	   la	  clef	  de	  la	  









C. Les protéines du VIH impliquées dans la dérégulation du système 
immunitaire et l’échappement du VIH 
 
C. 1 Les protéines accessoires du VIH impliquées dans l’échappement du 
virus 
C. 1-a La protéine Nef 
	  
	   La	   protéine	   Nef	  est	   une	   phosphoprotéine	   de	   27	   kDa,	   retrouvée	   associée	   aux	  
membranes	   cellulaires	   et	   incorporée	   aux	   virions	   lors	   du	   bourgeonnement.	   Le	   rôle	   le	   plus	  
connu	  de	  Nef	  fut	  d’être	  la	  protéine	  accessoire	  du	  VIH	  empêchant	  la	  surinfection	  des	  cellules	  
infectées	  suite	  à	  l’	  internalisation	  et	  la	  dégradation	  du	  CD4	  de	  surface	  (198).	  Nef	  peut	  aussi	  
diminuer	   l’expression	   de	   nombreuses	   autres	  molécules	  membranaires	   comme	   le	   CD8,	   les	  
molécules	  de	  CMH	  de	  classe	   I	  :	  HLA-­‐A	  et	  B	  et	   les	  molécules	  de	  co-­‐stimulation	  CD80/CD86.	  
Par	   cette	   action,	   elle	   inhibe	   l’activation	   des	   cellules	   immunitaires,	   la	   présentation	  
antigénique	  et	   la	  mise	  en	  place	  de	   la	  réponse	  adaptative	  permettant	   l’élimination	  du	  virus	  
par	  les	  CD8.	  En	  parallèle,	  Nef	  agit	  sur	  les	  PBMC	  et	  les	  monocytes/macrophages	  afin	  d’induire	  
de	   nombreuses	   cytokines.	   En	   effet,	   elle	   peut	   induire	   l’expression	   de	   l’IL-­‐10	   de	   manière	  
calcium/calmoduline	   dépendante	   et	   ainsi	   instaurer	   un	   affaiblissement	   du	   système	  
immunitaire	  et	  favoriser	  l’échappement	  du	  virus	  (119).	  Le	  TNF-­‐α,	  MIP1-­‐α	  et	  MIP1-­‐β,	   l’IL-­‐1β	  
et	   l’IL-­‐6	   sont	   aussi	   des	   cytokines	   induites	   par	   Nef	   qui	   contribuent,	   dés	   la	   phase	   aigüe,	   à	  
l’hyperactivation	  du	  système	  immunitaire	  nécessaire	  à	  la	  réplication/dissémination	  du	  virus	  
(134,	   136).	   Ces	   effets	   sont	   d’autant	   plus	   importants	   que	   Nef	   peut	   directement	   être	  
cytotoxique	   pour	   les	   LT	   et	   inhiber	   leurs	   proliférations	   et	   réguler	   l’apoptose	   des	   cellules	  
infectées	   ou	   non	   (199).	   De	   nombreux	   travaux	   montrent	   la	   capacité	   de	   Nef	   à	   induire	  
l’apoptose	  des	  CD4	  suite	  à	  l’interaction	  avec	  le	  CXCR4	  ou	  suite	  à	  l’expression	  de	  FasL	  sur	  les	  
cellules.	  D’autres	  travaux,	  montrent	  que	  Nef	  inhibe	  l’apoptose	  des	  cellules	  infectées.	  Enfin,	  
la	  protéine	  Nef	  peut	  aussi	  agir	  sur	   les	  LB	  en	   les	  rendant	  moins	  répondeurs	  aux	  T	  CD4	  et	  en	  
inhibant	   le	  switch	  CD40	  dépendant	  des	  IgG,	  IgA	  et	  IgE.	  Ceci,	  principalement	  par	   la	  capacité	  
de	  Nef	  à	  induire	  Iκ-­‐B	  et	  les	  protéines	  SOCS	  qui	  bloquent	  le	  CD40L	  et	  la	  signalisation.	  
	  
C. 1-b Les protéines Vpu et Vpx 
	  
	   Vpu	  est	  une	  phosphoprotéine	  de	  16	  kDa	  ancrée	  à	  la	  membrane	  par	  son	  domaine	  N-­‐
terminal.	   Contrairement	   aux	   autres	   protéines	   de	   régulation	   du	   VIH,	   Vpu	   est	   retrouvée	  




Vpx.	  Vpu	  possède	  deux	  rôles	  majeurs:	  elle	  dégrade	  les	  molécules	  de	  CD4	  et	  elle	  augmente	  la	  
production	  de	  particules	  virales.	  En	  effet,	  Vpu	  interagit	  avec	  les	  complexes	  CD4-­‐gp160	  et	  les	  
dirigent	   vers	   le	   réticulum	   endoplasmique	   où	   ils	   sont	   dégradés.	   Plus	   précisément,	   après	  
phosphorylation,	   Vpu	   peut	   fixer	   le	   CD4	   dans	   le	   RE	   et	   conduit	   à	   sa	   dégradation	  
protéasomique.	  Ainsi,	  Vpu	  prévient	  la	  formation	  du	  complexe	  CD4-­‐gp160,	  libérant	  de	  ce	  fait	  
la	  gp160	  qui	  peut	  continuer	  son	  transport	  vers	  la	  surface	  cellulaire	  (133).	  Elle	  joue	  aussi	  un	  
rôle	   dans	   la	   libération	   des	   particules	   virales.	   Notamment,	   Vpu	   peut	   former	   des	   canaux	  
ioniques	   pouvant	   modifier	   le	   potentiel	   de	   la	   membrane	   cytoplasmique	   et	   faciliter	   la	  
libération	   des	   virions	   (200).	   De	   plus,	   Vpu	   contribue	   à	   augmenter	   la	   virémie	   et	   le	   nombre	  
d’infections	   de	   novo	   permettant	   ainsi	   l’échappement	   aux	   anticorps	   neutralisants	   et	   la	  
progression	  de	  la	  maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA	  (201).	  
Plus	   récemment,	   des	   travaux	   ont	  montré	   la	   capacité	   de	   Vpx	   à	   contrecarrer	   l’activité	   d’un	  
facteur	   de	   restriction	   appelé	   SAMHD1	   (202-­‐205).	   SAMHD1	   est	   une	   protéine	   comptant	   un	  
domaine	  central	  HD	  possédant	  une	  activité	  nucléotidase	  et	  phosphodiestérase.	  Ces	  activités	  
suggèrent	   que	   l’	   action	   antivirale	   de	   SAMHD1	   serait	   médiée	   par	   sa	   capacité	   à	   réguler	   le	  
métabolisme	  des	  dNTP.	  En	  effet,	  SAMHD1,	  présent	  uniquement	  dans	  les	  cellules	  myéloïdes,	  
abaisse	   la	   concentration	   de	   dNTP	   intracellulaires	   dans	   les	   macrophages	   et	   les	   cellules	  
dendritiques.	  Ces	  dernières	  ne	  pouvant	  plus	  supporter	  la	  transcription	  inverse	  du	  virus,	  elles	  
deviennent	   alors	   non	   permissives	   à	   l’infection	   par	   le	   VIH.	   Vpx	   est	   une	   petite	   protéine	  
nucléaire	   retrouvée	   incorporée	   aux	   virions	   suite	   à	   l’interaction	   avec	   la	   protéine	   p6	   du	  
précurseur	  Gag.	  Dans	  la	  cellule	  hôte,	  Vpx	  est	  associée	  avec	  l’	  ubiquitine	  ligase	  E3.	  Une	  fois	  la	  
protéine	  Vpx	  exprimée	  dans	  la	  cellule	  ou	  introduite	  de	  manière	  exogène	  dans	  la	  cellule	  (via	  
des	  «	  	   virus-­‐like	  particles	  »),	  elle	   se	   lie	  à	  SAMHD1	  et	   forme	  un	  complexe	  avec	   l’	  ubiquitine	  
ligase	   E3.	   Cette	   dernière	   induit	   alors	   l'ubiquitination	   et	   la	   dégradation	   de	   SAMHD1.	   Ainsi,	  
Vpx	  en	   inhibant/dégradant	   SAMHD1	   lève	   la	   restriction	  et	   augmente	   la	   capacité	  du	   virus	   à	  
infecter	  les	  cellules.	  
	  
C. 1-c La protéine Vif 
	  
	   Vif	   est	   une	   protéine	   tardive	   de	   23	   kDa,	   essentielle	   à	   l’infectiosité	   des	   particules	  
virales	   (206),	   l’assemblage	   et	   la	  maturation	   des	   virions.	   Elle	   joue	   aussi	   un	   rôle	   important	  
dans	   l’échappement	   du	   VIH	   au	   système	   immunitaire	   inné	   (207).	   Notamment,	   en	   inhibant	  
des	   cytidines	   déaminases	   appelées:	   APOBEC3G	   et	   APOBEC3F.	   APOBEC3G	   est	   induite	   par	  
l’IFN.	  Elle	  est	  connue	  pour	  s’incorporer	  dans	  les	  virions	  et	  avoir	  une	  forte	  activité	  antivirale.	  




le	  rendant	  ainsi,	   instable	  et	   incapable	  de	  s’intégrer	  au	  génome	  cellulaire	  (208).	  Lorsque	  Vif	  
est	   présent	   dans	   le	   virion,	   il	   interagit	   avec	   APOBEC3G	   et	   3F	   et	   conduit	   à	   leurs	  
ubiquitinylations	  et	  dégradations	  par	  le	  protéasome	  et	  par	  conséquent	  à	  l’échappement	  du	  
virus	  (209).	  
	  
C. 1-d La protéine Vpr 
	  
	   Vpr	  est	  une	  protéine	  de	  14	  kDa	  incorporée	  dans	  le	  virion.	  Vpr	  favorise	  la	  pénétration	  
du	   complexe	   de	   pré-­‐intégration	   viral	   dans	   le	   noyau	   des	   cellules	   non	   différenciées,	   par	   sa	  
fixation	   sur	   l’importine-­‐α	   (210).	   Elle	   bloque	   aussi	   le	   cycle	   cellulaire	   en	   phase	   G2,	   ce	   qui	  
favorise	  la	  réplication	  virale	  (211).	  Ce	  blocage	  en	  G2	  peut	  aussi	  être	  corrélé	  à	  l’interaction	  de	  
Vpr	  avec	  la	  protéine	  p21	  qui	  active	  le	  LTR	  et	  interagit	  avec	  Sp1,	  TFIID	  et	  CBP	  (212).	  Vpr	  agit	  
aussi	   en	   induisant	   l’apoptose	   des	   cellules	   infectées	   ou	   non	   par	   des	   voies	   caspases	  
dépendantes	   et	   indépendantes.	   De	   façon	   intéressante	   des	   mutations	   sur	   Vpr	   sont	  
retrouvées	  chez	  les	  patients	  dits	  “non	  progresseurs”	  et	  suggèrent	  l’implication	  de	  la	  protéine	  
Vpr	  dans	  l’	  évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  le	  SIDA.	  Ceci	  fut	  également	  confirmé	  dans	  le	  modèle	  
macaque	  Rhésus,	  où	  la	  délétion	  de	  Vpr	  réduit	  considérablement	  la	  pathogénicité	  du	  SIV.	  
	  
	  
C. 2 La protéine Tat : une protéine clef dans l’évolution de l’infection par le 
VIH 
C. 2-a Quelques généralités sur la protéine Tat du VIH  
 
- Domaines de la protéine Tat 
	  
	   Tat	   est	   une	  protéine	   conservée	   chez	   tous	   les	   isolats	   du	  VIH.	   Elle	   est	   produite	   très	  
précocement	  au	  cours	  du	  cycle	  viral	  et	  joue	  un	  rôle	  primordial	  dans	  la	  réplication	  du	  virus	  et	  
la	  pathogénèse	  associée	  à	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  Cette	  protéine	  de	  14	  kDa	  est	  codée	  par	  deux	  
exons,	   séparés	   par	   une	   région	   non	   codante.	   Le	   premier	   exon	   code	   pour	   les	   72	   premiers	  
acides	  aminés	  de	  la	  protéine	  (figure	  11).	  Notons	  que	  la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1	  varie	  de	  86	  à	  
101	  acides	  aminés	  alors	  que	  celle	  du	  VIH-­‐2	  fait	  130	  acides	  aminés.	  Mais	  la	  forme	  majoritaire	  
retrouvée	  dans	  les	  isolats	  cliniques	  est	  une	  forme	  de	  101	  acides	  aminés.	  Une	  autre	  forme	  de	  
86	  acides	  aminés	  est	  retrouvée	  chez	  les	  isolats	  du	  sous-­‐type	  B	  et	  les	  souches	  de	  laboratoire	  
HXB2.	  La	  protéine	  Tat	  est	  composée	  de	  6	  domaines	   fonctionnels	  :	  un	  domaine	  N-­‐terminal,	  
une	  région	  riche	  en	  cystéines,	  un	  domaine	  core	  hydrophobe,	  une	  région	  basique,	  une	  région	  




glycine,	   aspartate)	   (figure	   11)	   (213).	   Un	   domaine	   nommé	   domaine	   de	   transduction	   de	   la	  
protéine	   (PTD)	   est	   retrouvé	   dans	   la	   région	   basique	   de	   la	   protéine	   Tat.	   Ce	   PTD,	   riche	   en	  
acides	   aminés	   basiques	  :	   lysines	   et	   arginines,	   confère	   à	   la	   protéine	   Tat	   la	   capacité	   de	  




Figure	  11.	  Organisation	  de	  la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1	  :	  séquence	  primaire	  d'acides	  aminés	  et	  domaines	  
de	   Tat.	   La	   protéine	   Tat	   est	   codée	   par	   2	   exons	   du	   génome	   du	   VIH	   et	   est	   composée	   de	   plusieurs	  
régions.	   La	   région	   N-­‐ter	   1-­‐21	   est	   une	   région	   riche	   en	   proline.	   Une	   région	   impliquée	   dans	   la	  
transactivation	  du	  VIH	  est	  la	  région	  21-­‐37	  riche	  en	  cystéines.	  La	  région	  core	  38-­‐48	  est	  impliquée	  dans	  
la	   liaison	  de	  Tat	  à	   l’	  ARN.	  La	   région	  basique	  49-­‐59	  dans	   l'internalisation	  de	  Tat	   tandis	  que	   la	   région	  
riche	  en	  glutamine	  60-­‐72	  dans	  la	  réplication	  du	  VIH.	  Enfin	  la	  dernière	  région	  comprenant	  la	  séquence	  
RGD	  est	  codée	  par	  le	  second	  exon.	  
	  
- Structure de la protéine Tat 
	  
	   Plusieurs	  études	  se	  sont	  penchées	  sur	   la	   structure	  de	   la	  protéine	  Tat	   (figure	  12).	   Il	  
apparait	  clairement	  que	  Tat	  fait	  partie	  de	  la	  famille	  des	  protéines	  non	  structurées	  (213,	  214).	  
Des	  études	  de	  dichroïsme	  circulaire	  ont	  permis	  d’analyser	   la	  structure	  secondaire	  de	  cette	  
protéine.	  Ces	  travaux	  ont	  ainsi	  permis	  de	  montrer	  que	  Tat	  adopte	  majoritairement	  en	  milieu	  
aqueux	   une	   conformation	   en	   feuillet	   beta	   et	   peu	   en	   hélice	   alpha.	   Cependant,	   dans	   un	  
solvant	  organique	  20	  à	  50	  %	  de	   la	  protéine	  Tat	  adopte	  une	  conformation	  en	  hélice	  alpha.	  
Des	  études	  par	  RMN	  menées	  par	  Bayer	  et	  al.,	  Shojania	  S	  &	  al.	  et	  Watkins	  et	  al	  ont	  montré	  
l’absence	  de	  structure	  organisée	  de	  la	  protéine	  Tat.	  Ils	  démontrent	  également	  que	  la	  région	  
riche	   en	   cystéine	   et	   la	   région	   basique	   sont	   très	   flexibles	   (213).	   La	   région	   «	  core	  »,	   elle,	  
comprend	  un	  tryptophane	  hautement	  conservé	  chez	  tout	  les	  isolats	  (215).	  Toutes	  ces	  études	  
suggèrent	   que	   Tat	   n’a	   pas	   de	   structure	   secondaire	   ni	   tertiaire	   organisées	   et	   qu’elle	   est	  
nativement	   non	   structurée.	   En	   d’autres	   termes,	   cette	   forme	   native	   de	   la	   protéine	   peu	  
structurée	  est	  suffisante	  pour	  son	  activité	  biologique.	  Cependant,	   il	  n’est	  pas	  à	  exclure	  que	  






Figure	  12.	  Structure	   tridimensionnelle	  de	  3	  variants	  de	   la	  protéine	  Tat.	   Les	   structures	  obtenues	  par	  
RMN	  des	  variants	  de	  Tat	  Z2	  (A),	  Tat	  Mal	  (C)	  et	  Tat	  Eli	  (D)	  sont	  représentés	  ci-­‐dessus.	  Les	  six	  régions	  de	  
Tat	   sont	   représentées	   en	   rouge,	   orange,	   jaune,	   vert,	   bleu	   clair	   et	   bleu.	   Les	   résidus	   en	   rose,	   sont	  
présents	  à	  l’extrémité	  C-­‐ter	  de	  la	  protéine	  Tat	  Eli.	  Le	  variant	  A	  a	  été	  chimiquement	  modifié,	  alors	  que	  
les	  trois	  autres,	  biologiquement	  actifs,	  affichent	  un	  repliement	  similaire.	  
	  
	  
- Sécrétion/internalisation de la protéine Tat 
	  
	   Très	   précocement	   après	   l’infection	   par	   le	   VIH-­‐1,	   la	   protéine	   Tat	   est	   produite	   et	  
libérée	  dans	  le	  milieu	  extracellulaire.	  En	  effet,	  elle	  est	  retrouvée	  dans	  les	  tissus	  et	  le	  sang	  de	  
patients	   infectés	   par	   le	   VIH-­‐1.	   Xiao	   et	   al.	   ont	   trouvé	   des	   concentrations	   de	   l’ordre	   du	  
nanomolaire	   de	   Tat	   circulante	   (0,1	   à	   4	   nM)	   dans	   le	   sérum	   de	   patients	   infectés.	   Cette	  
sécrétion	   se	   produit	   en	   absence	   de	   changements	   de	   perméabilité	   ou	   de	   mort	   cellulaire.	  
Cette	  Tat	  extracellulaire	  peut	  alors	  agir	   sur	  des	  cellules	   infectées	  ou	  non,	  et	  contribue	  à	   la	  
réactivation	  et	  à	  la	  pathogenèse	  du	  VIH.	  On	  retrouve	  chez	  20-­‐25%	  des	  patients	  infectés	  des	  
anticorps	   anti-­‐Tat.	   Cette	   production	   d’anticorps	   est	   d’autant	   plus	   importante	   qu’elle	   est	  
corrélée	   négativement	   avec	   l’évolution	   de	   la	   maladie	   vers	   la	   phase	   SIDA.	   En	   effet,	   les	  
patients	  possédant	  des	  Ac	  anti-­‐Tat	  progressent	  moins	  rapidement	  vers	  le	  stade	  SIDA	  (216).	  
Malgré	   l'importance	   de	   la	   protéine	   Tat	   extracellulaire,	   peu	   d'études	   ont	   porté	   sur	   ses	  
mécanismes	   de	   sécrétion	   ou	   d’entrée	   dans	   les	   cellules	   infectées	   ou	   non.	   Deux	   voies	   sont	  
connues	  pour	  la	  sécrétion	  des	  protéines:	  les	  voies	  conventionnelles	  et	  non	  conventionnelles.	  
La	  voie	  classique	  suit	  un	  parcours	  allant	  du	  réticulum	  endoplasmique	  à	  l’appareil	  de	  Golgi	  et	  
nécessite	   un	   peptide	   signal.	   La	   voie	   non-­‐conventionnelle,	   elle,	   sécrète	   les	   protéines	  
indépendamment	  du	   réticulum	  endoplasmique,	   du	  Golgi	   et	   du	  peptide	   signal.	   La	   protéine	  
Tat	  ne	  possède	  pas	  de	  séquence	  signal	  à	  proprement	  dite.	  Elle	  semble	  être	  sécrétée	  par	   la	  
voie	   non-­‐conventionnelle.	   De	   nombreuses	   études	   ont	   décrit	   la	   capacité	   de	   Tat	   à	   recruter	  
plusieurs	   protéines	   impliquées	   dans	   des	   activités	   cellulaires	   telles	   que	   l'endocytose,	   la	  
phagocytose,	   l’exocytose	   ou	   encore	   l'adhérence	   cellulaire.	   Il	   semblerait	   que	   la	   région	  




basique,	  augmente	   la	   localisation	  cytoplasmique	  et	   la	   libération	  de	  Tat.	  Toutefois,	   l’équipe	  
de	  Rayne	  et	  al.	   a	  montré	  que	   la	   sécrétion	  de	  Tat	  n'est	  pas	  affectée	  par	  des	   inhibiteurs	  du	  
cytosquelette	  et	   que	  dans	   les	   T	  CD4,	   Tat	   est	   sécrétée	  directement	   à	   travers	   la	  membrane	  
plasmique.	   Plus	   précisément,	   Tat	   par	   la	   capacité	   de	   son	   domaine	   basique	   à	   lier	  
spécifiquement	   le	   phosphatidylinositol-­‐4,5-­‐bisphosphate	   (PIP2)	  membranaire,	   s’accumule	   à	  
la	   membrane	   plasmique.	   Cette	   interaction	   est	   stabilisée	   d’une	   part	   i)	   par	   l’insertion	  
membranaire	  de	  la	  chaîne	  latérale	  du	  tryptophane	  de	  Tat	  et	  d’autre	  part	  ii)	  par	  la	  liaison	  de	  
Tat	  avec	  une	  haute	  affinité	  avec	  le	  PIP2	  membranaire	  et	  les	  protéines	  recrutées	  (217).	  Dans	  
la	   région	  riche	  en	  proline,	   le	   tryptophane	  en	  position	  11	  est	  essentiel	  pour	   la	  sécrétion	  de	  
Tat	  par	   les	  cellules	   infectées	   (218,	  219).	  Fait	   intéressant,	  ce	  résidu	  a	  été	  démontré	  comme	  
essentiel	  à	  la	  translocation	  de	  Tat	  du	  milieu	  extracellulaire	  au	  cytosol	  des	  cellules	  (220).	  Des	  
études	  ont	  montré	  que	  se	  sont	  les	  résidus	  48	  à	  60	  du	  domaine	  basique,	  encore	  appelé	  PTD,	  
qui	  sont	  nécessaire	  à	  cette	  internalisation	  (221).	  Tat	  interagit	  également	  avec	  les	  héparanes	  
sulfates	   (HS)	   et	   les	   chaînes	   de	   protéoglycanes	   (HSPG)	   à	   la	   surface	   des	   cellules.	   Cette	  
interaction	  active	  le	  recrutement	  de	  Rac1	  aux	  radeaux	  lipidiques	  et	  permet	  l’internalisation	  
du	  complexe	  Tat-­‐HSPG	  par	  macropinocytose.	  Un	  second	  mécanisme	  d'internalisation	  de	  Tat,	  
par	  les	  rafts	  et	  la	  cavéoline,	  a	  été	  décrit.	  Toutefois,	  il	  a	  été	  clairement	  démontré	  par	  l’équipe	  
de	   Vendeville	   et	   al.	   que	   Tat	   entre	   dans	   les	   cellules	   par	   un	   phénomène	   d’endocytose	  
clathrine,	  dynamine	  et	  Eps15	  dépendante	   (191).	  Malgré	   tous	  ces	  mécanismes	  décrits	  pour	  
Tat,	   aucun	   récepteur	   spécifique	   n'a	   été	   décrit	   pour	   favoriser	   son	   entrée	   dans	   les	   cellules.	  
Ainsi,	   l'identification	   du	   récepteur	   potentiellement	   impliqué	   dans	   l'internalisation	   de	   Tat	  
dans	  les	  cellules	  serait	  un	  atout	  majeur	  pour	  la	  compréhension	  des	  mécanismes	  d’entrée	  de	  
Tat	  dans	  les	  cellules	  et	  la	  prévention	  de	  ses	  activités	  extracellulaires.	  
	  
- Modifications post-traductionnelles de la protéine Tat 
	  
	   De	  par	  son	  activité	  sur	  la	  transcription	  du	  génome	  viral	  et	  ses	  diverses	  fonctions	  sur	  
la	  modulation	  de	  l’	  expression	  des	  gènes	  cellulaires,	  Tat	  est	  soumise	  à	  diverses	  modifications	  
post-­‐traductionnelles.	   De	   nombreux	   travaux	   ont	  montré	   que	   Tat	   peut	   être	   phosphorylée,	  
acétylée/désacétylée,	  ubiquitinée	  ou	  même	  méthylée	  sur	  des	  acides	  aminés	  spécifiques.	  Ces	  
modifications	   post-­‐traductionnelles	   permettent	   de	   modifier	   la	   structure,	   la	   stabilité	   et	   la	  
localisation	  de	  la	  protéine	  Tat,	  mais	  aussi	  son	  interaction	  avec	  divers	  composés	  cellulaires.	  
En	   effet,	   la	   protéine	   Tat	   du	  VIH	  est	   capable	  d’interagir	   avec	   les	   CDK	   (cyclines	   dépendante	  
kinase)	  permettant	  ainsi	  sa	  phosphorylation.	  Les	  travaux	  de	  Herrman	  &	  Rice	  ont	  démontré	  la	  




précisément,	  la	  CDK9	  agirait	  sur	  les	  acides	  aminés	  :	  Thr85,	  Thr89	  et	  Ser94	  de	  Tat.	  La	  protéine	  
Tat	  du	  VIH-­‐1	  quant	  à	  elle,	  peut	  aussi	  être	  phosphorylée	  par	  d’autres	  kinases	   telles	  que	  :	   la	  
CDK2/cycline	   E	   et	   la	   PKR	   (protéine	   kinase	   R).	   En	   effet,	   plusieurs	   travaux	   ont	  montré	   la	  
capacité	  de	  la	  CDK2/cycline	  E	  à	  phosphoryler	  Tat	  sur	  les	  acides	  aminés	  15-­‐24	  et	  36-­‐49	  (223-­‐
226).	   La	   PKR	   elle,	   semble	   phosphoryler	   Tat	   sur	   ses	   résidus	   Ser62,	   Tyr64,	   Ser68.	   Ces	  
phosphorylations,	   semblent	   jouer	   un	   rôle	   dans	   la	   stabilisation	   de	   la	   liaison	   de	   Tat	   avec	   la	  
région	  TAR	  de	  l'ARN	  viral	  naissant	  et	  la	  potentialisation	  de	  la	  transcription	  du	  génome	  viral	  
(227,	  228).	  
	   La	  protéine	  Tat	  peut	  aussi	  être	  acétylée	  et	  déacétylée.	  Tat	  a	  été	  décrite	  comme	  un	  
substrat	  des	  HAT	  (histones	  acétyltransférases)	  telles	  que	  :	  p300/CBP,	  PCAF,	  Tip60	  et	  la	  lysine	  
2A	  acétyltransférase	  (229,	  230).	  Les	  deux	  HAT,	  p300/CBP	  et	  PCAF,	  jouent	  un	  rôle	  clef	  dans	  la	  
transactivation	  et	  la	  réplication	  du	  VIH.	  En	  effet,	  p300/CBP	  acétyle	  Tat	  sur	  les	  Lys50	  et	  51	  ce	  
qui	  contribue	  au	  transfert	  de	  Tat	  au	  complexe	  d’élongation	  de	  la	  transcription	  comprenant	  
la	  polymérase	  et	  l’HAT	  :	  PCAF.	  Cette	  HAT	  permet	  à	  son	  tour	  l’	  acétylation	  de	  Tat	  sur	  la	  Lys28	  
ce	  qui	  augmente	  sa	  stabilité	  de	   liaison	  avec	   la	  région	  TAR	  de	   l’ARN	  viral	  naissant.	  Tat	  peut	  
être	  déacétylée	  sur	  sa	  Lys50,	  par	  SIRT1	  (sirtuine	  désacétylase	  1	  de	  classe	  III).	  
	   La	  méthylation	  de	  la	  protéine	  Tat	  a	  également	  été	  décrite.	  En	  effet,	  Tat	  peut	  servir	  
de	   substrat	   des	   PRMT	   (protein	   arginine	   methyltransferase)	   notamment	   la	   PRMT6.	   Cette	  
interaction,	   Tat-­‐PRMT6,	   induit	   la	   méthylation	   de	   Tat	   sur	   les	   résidus	   49	   à	   63	   riches	   en	  
arginine	  et	  inhibe	  la	  transactivation	  du	  LTR	  par	  Tat.	  Une	  autre	  acétylation	  sur	  l’arginine	  53	  de	  
Tat,	   diminue	   l’association	   Tat/PCAF	   et	   l’interaction	   Tat/TAR.	   Cette	   acétylation	   peut	   aussi	  
améliorer	  la	  stabilité	  de	  Tat	  et	  inhiber	  sa	  dégradation	  protéasomique.	  La	  transactivation	  du	  
LTR	   par	   Tat	   peut	   être	   inhibée	   après	   méthylation	   de	   Tat	   par	   d’autres	   méthyltransférases	  
comme	  :	  SETDB1	  (SET	  domain	  bifurcated	  1)	  et	  KMT7	  (lysine	  methyltransferase	  Set7/9).	  Ces	  
travaux	  démontrent,	   l’importance	  de	   la	  méthylation	  des	   lysines	  et	  arginines	  de	  Tat	  dans	   la	  
régulation	  de	  son	  activité	  transactivatrice.	  
	   Enfin,	  l'ubiquitination	  de	  Tat	  a	  aussi	  été	  décrite.	  Des	  études	  ont	  montré	  que	  HDM2,	  
une	   ubiquitine	   ligase,	   interagit	   avec	   Tat	   et	   médie	   sa	   polyubiquitination	   sur	   la	   Lys71.	  
Curieusement,	  cette	  ubiquitination	  stimule	  l’activité	  transcriptionnelle	  de	  Tat.	  	  
	   	  
	   Pour	   résumer	   cette	  partie,	   de	  nombreuses	  études	  ont	  montré	  que	   la	  protéine	  Tat	  
peut	   subir	   diverses	   modifications	   post-­‐traductionnelles.	   Ces	   modifications	   semblent	  






C. 2-b La protéine Tat : un rôle essentiel dans la transactivation du 
génome du viral 
	  
	   La	  principale	  fonction	  de	  la	  protéine	  Tat	  et	  la	  plus	  connue,	  est	  de	  transactiver	  le	  LTR	  
du	   génome	   viral.	   Une	   fois	   intégré,	   le	   génome	   du	   VIH	   se	   comporte	   comme	   le	   génome	  
cellulaire.	   Il	   peut	   être	   transcrit	   puis	   traduit	   en	   protéines	   virales	   consécutivement	   à	  
l’utilisation	  de	   l’ARN	  pol	   II	   et	   la	  machinerie	   cellulaire.	  Chez	   les	  eucaryotes,	   la	   transcription	  
des	   gènes	   est	   strictement	   contrôlée	   au	   niveau	   de	   l’initiation	   et	   de	   l’élongation.	   Ainsi,	   le	  
“switch”	  entre	  la	  transcription	  productive	  et	  la	  latence	  du	  VIH	  dépend	  de	  la	  balance	  entre	  les	  
signaux	  positifs	  et	  les	  rétrocontrôles	  négatifs.	  	  
	  
Transcription	  chez	  les	  eucaryotes	  (figure	  13):	   	  
	   Quatre	  étapes	  clefs	  sont	  connues	  pour	  la	  transcription	  des	  gènes	  eucaryotes	  et	  sont	  
illustrées	  dans	  la	  figure	  13.	  La	  première	  étape	  consiste	  en	  la	  formation	  du	  complexe	  de	  pré-­‐
initiation	   (PIC)	   suite	   au	   recrutement	   de	   l’ARN	   pol	   II.	   La	   deuxième	   étape	   de	   clairance	   du	  
promoteur,	   comprend	   la	   phosphorylation	   de	   la	   Ser5	   de	   l’ARN	   pol	   II	   par	   la	   CDK7.	   Cette	  
phosphorylation	  augmente	  la	  liaison	  et	  l'affinité	  de	  l'enzyme	  humaine	  de	  «	  capping	  »	  (HEC)	  à	  
l’ARN	  et	  conduit	  à	  la	  mise	  en	  place	  d’une	  coiffe	  en	  5’	  des	  ARN	  naissants.	  A	  cette	  étape,	  l'ARN	  
pol	   II	   fait	   une	  pause	   suite	   au	   recrutement	  de	  deux	   facteurs	  négatifs	   d'élongation	  appelés:	  
DSIF	  (facteur	  induisant	  la	  sensibilité	  DRB)	  et	  NELF	  (facteur	  négatif	  d'élongation).	  L’élongation	  
productive	  nécessite	  le	  recrutement	  du	  complexe	  P-­‐TEFb	  actif	  (facteur	  positif	  b	  d’élongation	  
de	  la	  transcription)	  qui	  inhibe	  NELF	  et	  DSIF.	  P-­‐TEFb	  se	  compose	  de	  la	  CDK9	  et	  des	  cyclines	  de	  
type-­‐C	  ;	   CycT1,	   CycT2a,	   CycT2b	   ou	   CycK.	   L’activité	   de	   P-­‐TEFb	   reste	   néanmoins	   strictement	  
régulée.	   En	   effet,	   P-­‐TEFb	   s’associe	   à	   un	   complexe	   composé	  d’un	   petit	   ARN	   nucléaire	   7SK	  
(RNA	  7SK)	  et	  d’un	  hétérodimère	  HEXIM1/2.	  Cette	   interaction	  provoque	  un	  changement	  de	  
conformation	   du	   complexe	   P-­‐TEFb	   inhibant	   son	   activité	   kinase.	   Une	   fois	   activé,	   P-­‐TEFb	  
phosphoryle	  NELF	  et	   la	   Ser2	  de	   l'ARN	  pol	   II,	   levant	  ainsi	   la	  pause.	   Le	   complexe	  P-­‐TEFb	  est	  
recruté	   sur	   l’ARN	   naissant	   par	   divers	   mécanismes,	   soit	   artificiellement	   soit	   par	   i)	   un	   co-­‐
activateur,	   ii)	   une	  molécule	  de	   liaison	  à	   l’ADN	  ou	  à	   la	   chromatine	   tels	   que	  NF-­‐κB	  ou	  Brd4	  
respectivement	   ou	   iii)	   à	   l’ARN	   comme	   la	   protéine	   Tat	   du	   VIH.	   Cette	   dernière	   est	  
indispensable	  à	  l’initiation	  de	  la	  transcription	  du	  génome	  viral.	  	  
	  
Transcription	  du	  génome	  du	  VIH	  (figure	  13)	  :	   	  
	   Le	   LTR	   du	   VIH	   comprend	   une	   région	   proximale	   suivie	   d’un	   promoteur	   distal.	   On	  




promoteur	  distal	  nécessite	  des	  séquences	  dites	  “enhancers”	  qui	  recrutent	  l’ARN	  pol	  II	  au	  site	  
d’initiation	   de	   la	   transcription.	   Il	   s’agit	   de	   2	   sites	   NF-­‐κB	   et	   3	   sites	   SP1	   (231,	   232).	   Le	   LTR	  
présente	   un	   ARN	   naissant	   avec	   une	   structure	   tiges-­‐boucles	   appelée	   TAR	   (Transcription	  
associated	  Region)	  (48,	  233).	  Les	  quatre	  premiers	  domaines	  de	  Tat	  sont	  indispensables	  à	  la	  
transactivation	  et	  à	  l’expression	  du	  génome	  viral.	  La	  protéine	  Tat	  du	  VIH	  lie	  cette	  structure	  
TAR	  et	  recrute	  le	  complexe	  ARN	  7SK/P-­‐TEFb	  à	  l’	  ARN	  pol	  II.	  Cette	  interaction	  est	  médiée	  par	  
les	   domaines	   riches	   en	   arginine	   de	   Tat.	   L’association	   de	   Tat	   à	   la	   cycline	   T1	   se	   fait	   par	   le	  
domaine	  basique.	  Ces	  interactions	  mènent	  alors	  à	  l’élongation	  efficace	  de	  la	  transcription.	  La	  
protéine	  Tat	  peut	  aussi	  lier	  d’autres	  cofacteurs	  impliqués	  dans	  la	  transcription	  tels	  que	  :	  Sp1,	  
TBP	  (TATA	  box	  binding	  protein),	  CDK22,	  CBP/p300	  et	  TFIIH	  et	  activer	  l’élongation	  efficace	  de	  
la	   transcription.	   Ainsi,	   en	   absence	   de	   Tat,	   la	   transcription	   est	   initiée	  mais	   l’élongation	   est	  
inhibée	  et	  conduit	  à	  une	  transcription	  abortive.	  La	  transcription	  du	  LTR	  du	  VIH-­‐1	  est	  environ	  
une	  centaine	  de	  fois	  plus	  efficace	  en	  présence	  de	  Tat.	  	  
Dès	  lors,	  comment	  le	  VIH	  permet	  la	  production	  suffisante	  de	  Tat	  en	  absence	  d’élongation	  ?	  
Lors	   de	   l’entrée	   du	   virus,	   le	   TLR8	   reconnaît	   et	   lie	   l’ARN	   du	   VIH-­‐1.	   Cette	   interaction	   induit	  
l’activation	   de	   NF-­‐κB	   et	   la	   phosphorylation	   de	   la	   Ser5	   de	   l’ARN	   pol	   II	   ce	   qui	   conduit	   au	  
recrutement	   de	   l’ARNpol	   II	   avec	   la	   CDK7	   au	   complexe	   de	   transcription.	   De	   façon	  
intéressante,	   il	  a	  été	  montré	  que	  l’élongation	  dépend	  aussi	  de	  l’interaction	  gp120/DC-­‐SIGN	  
(234).	   Cette	   interaction	   active	   l’élongation	   consécutivement	   à	   la	   phosphorylation	   de	   la	  
Ser276	   de	   p65	   et	   de	   la	   Ser5	   de	   l’ARN	   pol	   II.	   Une	   fois	   phosphorylées,	   ces	  molécules	   sont	  
recrutées	   avec	   la	   CDK9	   au	   LTR.	   Ces	  mécanismes	   peuvent	   alors	   expliquer	   comment	   le	   VIH	  
produit	   un	   taux	   suffisant	   de	   protéine	   Tat.	   Une	   fois	   le	   taux	   de	   Tat	   faible,	   la	   transcription	  
s’arrête	   et	   fait	   place	   à	   la	   latence.	   Ces	  mécanismes	   expliquent	   l’importance	   de	   Tat	   dans	   la	  






Figure	  13.	  Transcription	  du	  génome	  du	  VIH:	  implication	  de	  la	  protéine	  Tat.	  La	  première	  étape	  consiste	  
en	   la	   formation	   du	   complexe	   de	   pré-­‐initiation	   et	   le	   recrutement	   de	   l'ARN	   pol	   II	   sur	   le	   promoteur.	  
L’étape	  suivante	  consiste	  en	  la	  phosphorylation	  de	  la	  sérine	  5	  du	  CTD	  de	  l'ARN	  pol	  II	  par	  la	  CDK7	  de	  la	  
protéine	  TFIIH.	  Une	  pause	  de	  l'ARN	  pol	  II	  se	  fait	  par	  le	  recrutement	  des	  facteurs	  négatifs	  d'élongation:	  
DSIF	  et	  NELF.	  Enfin,	   l’élongation	  se	  fait	  par	   le	  recrutement	  de	  P-­‐TEFb.	  P-­‐TEFb	  est	  strictement	  régulé	  
par	   son	  association	  avec	  un	   complexe	   composé	  par	   l’ARNsn	  7SK	  et	  un	  hétérodimère	  HEXIM1/2.	   Le	  




C. 2-c Tat, une protéine d’échappement du VIH : rôle dans la 
pathogénèse  
	   	  
	   En	  plus	  de	  son	  rôle	  dans	  la	  transactivation,	  Tat	  est	  sécrétée	  par	  les	  cellules	  infectées.	  
Cette	  Tat	  extracellulaire,	  peut	  alors	  se	  lier	  aux	  héparanes	  sulfates	  et	  aux	  protéoglycanes	  via	  
ses	  résidus	  basiques	  (235).	  Par	  ces	   liaisons,	  Tat	  est	  protégée	  de	  la	  dégradation	  et	  peut	  agir	  
sur	  les	  cellules	  voisines	  infectées	  ou	  non.	  Tat	  est	  également	  impliquée	  dans	  la	  modulation	  de	  
l’expression	   de	   divers	   gènes	   cellulaires.	   C’est	   ainsi	   que	   Tat	   favorise	   la	   réplication,	   la	  
dissémination	   du	   VIH,	   l’affaiblissement	   du	   système	   immunitaire,	   l’évolution	   de	   la	  maladie	  
vers	  la	  phase	  SIDA	  et	  la	  pathogénèse	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  
 
- Rôles dans l’évasion, la propagation et la dissémination 
du VIH 
 
* Rôles dans la dissémination du VIH 
	  
	   La	  protéine	  Tat,	  produite	   très	  précocement	  au	  cours	  du	  cycle	  viral,	   est	   capable	  de	  
moduler	  l'expression	  des	  récepteurs	  et	  corécepteurs	  du	  VIH.	  Plusieurs	  études	  ont	  montré	  la	  
capacité	  de	  Tat	  à	  augmenter	  l'expression	  des	  CCR3,	  CCR5	  et	  CXCR4	  sur	  les	  monocytes	  et	  les	  
T	  CD4	  ce	  qui	  favorise	  l’infection	  par	  les	  souches	  R5	  et	  X4.	  De	  plus,	  Tat	  permet	  le	  recrutement	  
et	  l’activation	  des	  cellules	  cibles	  du	  VIH	  en	  induisant	  la	  synthèse	  de	  chemoattractants	  par	  les	  
DC	   (138),	   et	   la	   production	   d’IL-­‐8	   et	   d’IL-­‐2	   par	   les	   LT	   (236).	   Enfin,	   Tat	   possède	   une	   activité	  
«chimiokine	   like»	   (237)	   qui	   lui	   permet	   de	   recruter	   et	   d’activer	   les	   macrophages,	   DC,	  
lymphocytes	  et	  les	  cellules	  endothéliales.	  En	  effet,	  la	  liaison	  de	  Tat	  aux	  VEGFR-­‐1	  (récepteur	  
aux	   facteurs	   de	   croissance	   de	   l’endothélium	   vasculaire)	   sur	   les	   monocytes	   et	   les	   cellules	  
endothéliales	   ce	   qui	   permet	   leurs	   recrutements	   (238,	   239).	   En	   outre,	   Tat	   augmente	  
l'expression	   de	   l’intégrine-­‐ß2	   sur	   les	  monocytes	   favorisant	   de	   ce	   fait	   leurs	   adhérences	   sur	  
l’endothélium	  vasculaire	  (240).	  Tat	  est	  aussi	  capable	  de	  se	  lier	  et/ou	  déplacer	  la	  liaison	  des	  
ß-­‐chimiokines	   à	   leurs	   récepteurs	   CXCR4,	   CCR2	   et	   CCR3	  mais	   pas	   aux	   CCR1,	   CCR4	   et	   CCR5	  
présents	   sur	   les	   monocytes	   et	   les	   PBMC.	   Ces	   interactions	   impliquent	   la	   région	   riche	   en	  
cystéine	  de	  Tat.	  Plus	  précisément,	  les	  résidus	  24	  à	  51	  et	  la	  cystéine	  31	  sont	  impliqués	  dans	  
l'interaction	  Tat-­‐CCR2	  ou	  CCR3.	  Le	  tripeptide	  RGD	  et	  le	  domaine	  basique	  sont	  eux,	  impliqués	  
dans	   la	  migration	  des	  DC	  (241,	  242).	  Plusieurs	  études	  ont	   rapporté	  que	   la	  protéine	  Tat	  est	  
aussi	  impliquée	  dans	  la	  migration	  des	  LB	  et	  des	  leucocytes	  polynucléaires.	  Ainsi,	  en	  mimant	  
les	  ß-­‐chemiokines,	  Tat	  induit	  le	  chimiotactisme	  des	  cellules	  et	  conduit	  à	  la	  migration	  et	  aux	  





* Rôles dans l’ Infection des cellules par le VIH 
	  
	   En	  plus	  de	  ses	  propriétés	  chimiotactiques,	  Tat	  peut	  activer	  les	  cellules	  et	  provoquer	  
une	  infection	  productive.	  Des	  études	  ont	  rapportés	  que	  l’interaction	  de	  la	  cystéine	  31	  de	  Tat	  
avec	   le	   CCR2	   ou	   CCR3,	   induit	   une	   mobilisation	   du	   calcium	   intracellulaire	   responsable	   de	  
l’activation	   des	   macrophages.	   Tat	   possède	   des	   activités	   biologiques	   variées.	   Elle	   mime	  
notamment	   l’effet	   du	   TNF-­‐α.	   En	   effet,	   en	   activant	   les	   MAP	   kinases	   et	   les	   facteurs	   de	  
transcription	  tels	  que	  NF-­‐κB	  et	  AP-­‐1,	  Tat	  favorise	  la	  réplication	  du	  VIH.	  En	  outre,	  Tat	  régule	  
positivement	  l'expression	  du	  récepteur	  à	  l’IL-­‐2,	  CD25,	  dans	  les	  cellules	  infectées	  par	  le	  VIH.	  
Ainsi,	  Tat	  contribue	  à	  favoriser	  l'activation	  des	  cellules	  infectées	  et	  la	  réplication	  virale	  (245,	  
246).	   En	   accord	   avec	   ces	   observations,	   des	   études	   ont	   montré	   que	   Tat	   peut	   rendre	   les	  
cellules	   permissives	   et	   induire	   une	   infection	   productive.	   Elle	   active	   de	   manière	   antigène	  
dépendante	   les	   cellules	   T	   non	   infectées,	   provoquant	   par	   la	   suite,	   l’activation	   des	   MAP	  
kinases	  et	   la	  progression	  du	  cycle	  cellulaire	  en	  phase	  G1.	  Aussi,	   l’activation	  des	  monocytes	  
par	   Tat	   peut	   être	  médiée	   indirectement	   par	   l'expression	   de	   cytokines	   comme	   l'IL-­‐1β	   et	   le	  
TNF-­‐α.	  La	  protéine	  Tat	  extracellulaire	  peut,	  à	  une	  concentration	  de	   l’ordre	  du	  picomolaire,	  
induire	  la	  survie	  et	  la	  croissance	  des	  lignées	  T.	  Cette	  propriété	  est	  due	  à	  la	  capacité	  de	  Tat	  à	  
moduler	  l'expression	  des	  gènes	  de	  survie	  tels	  que	  p53,	  Bcl2,	  et	  CD95	  ligand	  (247-­‐250).	  
	  
* Rôles dans la progression de la maladie 
	  
	   Tat	  peut	  aussi	  jouer	  un	  rôle	  actif	  dans	  la	  progression	  de	  la	  maladie	  par	  sa	  capacité	  à	  
lier	  et	  activer	   les	   intégrines	  α5β1,	  αvβ5,	  αvß3	  et	  VEGFR-­‐2	  (235,	  251).	  Aussi,	  Tat	   interagit	  avec	  
les	   protéoglycanes	   et	   les	   héparanes	   sulfates	   sur	   les	   lymphocytes,	   augmentant	   leurs	  
adhérences	  et	  migrations	   à	   travers	   l'endothélium.	  Par	   son	   tripeptide	  RGD	  et	   son	  domaine	  
basique,	  Tat,	  partage	   les	  récepteurs	  aux	  MCP-­‐1,	  MCP-­‐3	  et	  à	   l’éotaxine.	  Ces	  molécules	  sont	  
connues	   pour	   réguler	   l'intégrité	   de	   la	   matrice	   extracellulaire	   suite	   à	   la	   production	   de	  
métalloprotéinases	   (MMP).	  Récemment	  dans	   les	  astrocytes,	   il	  a	  été	  montré	  que	  Tat	   induit	  
l'expression	  de	  la	  MMP9	  via	  NF-­‐κB.	  La	  conséquence	  de	  la	  production	  de	  MMP9	  par	  Tat	  est	  la	  
destruction	   de	   la	   barrière	   hémato-­‐encéphalique.	   Cette	   destruction	   contribue	   à	   la	  






Tableau	  2	  :	  Récapitulatif	  des	  effets	  de	  la	  protéine	  Tat	  sur	  la	  pathogénicité	  du	  VIH.	  
 
 
- Effets de la protéine Tat du VIH sur le SNC 
	  
	   Le	   stade	  SIDA	  est	   souvent	  associé	  à	  des	   complications	  neurologiques	   importantes.	  
On	  estime	  qu’approximativement	  1/3	  des	  adultes	   infectés	  développent	  une	  démence,	  une	  
encéphalite	   et/ou	   un	   dysfonctionnement	   neurologique.	   Ces	   troubles	   sont	   caractérisés	   par	  
un	   infiltrat	   de	   macrophages,	   la	   présence	   de	   cellules	   géantes	   et	   des	   lésions	   neuronales	  
abondantes.	   On	   retrouve	   aussi	   un	   stress	   oxydatif	   et	   l’apoptose	   des	   cellules,	   une	   forte	  
production	  de	  cytokines	   inflammatoires,	  de	  chimiokines,	  de	   lipides	  et	  d’	  acides	  aminés	  tels	  
que	   le	   glutamate.	   De	   nombreux	   travaux	   ont	   ainsi	   montré	   que	   ces	   divers	   effets	   sont	   la	  
conséquence	  de	  l’action	  de	  plusieurs	  protéines	  du	  VIH	  dont	  la	  protéine	  Tat.	  En	  effet,	  en	  plus	  
de	   la	  protéine	  Tat	  sérique,	  plusieurs	  études	  ont	  révélé	   la	  présence	  de	  Tat	  et	  de	  son	  ARNm	  




démences	   (252-­‐254).	   Par	   ailleurs,	   Tat	   est	   essentielle	   et	   suffisante	   pour	   induire	   des	  
neuropathologies	  associées	  au	  VIH.	  Des	  souris	  transgéniques	  exprimant	  Tat	  sous	  contrôle	  du	  
promoteur	   GFAP,	   développent	   spontanément	   des	   neuropathologies	   semblables	   à	   celles	  
observées	  chez	   les	  patients	   infectés	  développant	   le	  neuroSIDA	  (255,	  256).	  La	  neurotoxicité	  
induite	  par	  Tat	  peut	  être	  due	  à	  des	  effets	  directs	  ou	  indirects	  sur	  les	  cellules	  neuronales.	  
	  
* Effets directs de Tat sur le SNC 
	  
	   Plusieurs	  travaux	  ont	  démontré	  la	  capacité	  des	  protéines	  du	  VIH	  telles	  que	  Tat,	  Nef	  
et	   la	   gp120	   à	   provoquer	   l’apoptose	   des	   cellules	   (257)	   (figure	   14).	   Au	   niveau	   du	   SNC,	   la	  
neurotoxicité	   induite	   par	   Tat	   implique	   son	   interaction	   avec	   la	   membrane	   des	   cellules	  
neuronales	   (257-­‐259).	  Tat	  sécrétée	  par	   les	  cellules	   infectées,	   interagit	  avec	   les	  membranes	  
synaptosomales	  et	   le	  récepteur	  LRP	  des	  neurones	   (260,	  261).	  Suite	  à	  cette	   interaction,	  Tat	  
est	   internalisée	   dans	   les	   cellules	   et	   induit	   leur	   apoptose	   responsable	   de	   la	   neurotoxicité	  
observée	   chez	   les	   patients.	   In	   vitro,	   il	   a	   été	   démontré	   que	   la	   voie	   des	   MAP	   kinases	   est	  
indispensable	  à	  la	  neurotoxicité	  induite	  par	  Tat.	  En	  effet,	   l'apoptose	  induite	  par	  la	  protéine	  
Tat	   intracellulaire	   est	   due	   à	   l'activation	   des	   caspases	   3,	   du	   cytochrome	   c	   mais	   aussi	   à	   la	  
libération	  de	  l'endonucléase	  G	  des	  mitochondries	  (figure	  14).	  L’internalisation	  de	  Tat	  par	  le	  
LRP,	  peut	  permettre	  à	  Tat	  d’être	   localisée	  dans	   le	  noyau	  où	  elle	  peut	  moduler	   l'expression	  
des	   gènes	  pro	   et/ou	   anti-­‐apoptotiques.	   En	  effet,	   Tat	   augmente	   l'expression	  de	   gènes	  pro-­‐
apoptotiques	  tels	  que	  bax	  et	  diminue	  l'expression	  de	  gènes	  anti-­‐apoptotiques	  comme	  bcl2.	  
Tat	   interagit	  et	  augmente	  aussi	   l'expression	  de	  p73	  dans	   les	  astrocytes	   (252).	  Elle	   interagit	  
aussi,	   directement	   avec	   la	   tubuline	   polymérisée	   ou	   le	   dimère	   de	   tubuline	   αβ	   non	  
polymérisée.	   En	   outre,	   Tat	   interagit	   avec	   une	   seconde	   protéine	   impliquée	   dans	   la	  
polymérisation	   des	   microtubules:	   LIS1	   (262).	   Ces	   interactions	   modifient	   la	   dynamique	   de	  
formation	  des	  microtubules.	  Notamment	  en	  inhibant	  la	  dépolymérisation	  ou	  en	  facilitant	  la	  
polymérisation	  des	  microtubules	  Tat	  à	  pour	  conséquence	  d’activer	  l'apoptose	  (263).	   	  
	   Un	   autre	   mécanisme	   impliqué	   dans	   la	   neurotoxicité	   associée	   au	   VIH	   est	   la	  
mobilisation	   du	   calcium	   par	   Tat.	   En	   effet,	   la	   mobilisation	   du	   calcium	   intracellulaire	   est	  
connue	   pour	   conduire	   à	   la	   production	   de	   ROS,	   l'activation	   des	   caspases	   et	   ainsi	   induire	  
l'apoptose.	  Il	  a	  été	  montré	  que	  l’interaction	  Tat-­‐LRP	  forme	  un	  complexe	  avec	  les	  récepteurs	  
au	  NMDA	  au	  moyen	  d'une	  protéine	  scafolding	  :	  PSD95,	  et	  induit	  un	  influx	  calcique.	  Cet	  influx	  
conduit	   à	   la	   production,	   PYK2	   dépendante,	   de	   la	   nNOS	   et	   par	   conséquent	   à	   la	   mort	  
neuronale.	  Tout	  comme	  dans	  les	  neurones,	  Tat	  peut	  induire	  la	  production	  et	  l’activation	  de	  




associé	  par	  des	  ponts	  de	  zinc	  entre	  les	  régions	  riches	  en	  cystéine,	  peut	  interagir	  directement	  
avec	   les	   récepteurs	   au	   NMDA	   et	   induire	   son	   activation.	   Cette	   interaction	   facilite	   le	   flux	  
calcique	  suite	  à	  la	  fixation	  du	  glutamate	  ou	  du	  NMDA	  sur	  les	  cellules.	  Dans	  les	  neurones,	  Tat	  
active	   également	   la	   PI3K	   qui	   augmente	   la	   production	   d’IP3.	   La	   liaison	   d’IP3	   sur	   ses	  
récepteurs	   au	   niveau	   du	   RE,	   libère	   le	   calcium	   intracellulaire	   et	   conduit	   à	   l'inhibition	   du	  
complexe	  IV	  de	  la	  chaîne	  des	  électrons,	  l'activation	  des	  caspases	  et	  des	  PKC-­‐α,	  PKC-­‐ε,	  PKC-­‐ζ	  
impliquées	  dans	  le	  stress	  oxydatif.	  
	  
	  
Figure	  14.	  Représentation	  des	  divers	  effets	  directs	  de	  Tat	  sur	  le	  SNC.	  1)	  Internalisation	  de	  la	  protéine	  
Tat	   par	   les	   récepteurs	   membranaires.	   La	   protéine	   Tat	   intracellulaire	   peut	   alors	   activer	   diverses	  
signalisation	   et	   molécules	   intracellulaires	   pour	   induire	   l’apoptose	   des	   cellules;	   2)	   Activation	   du	  
récepteur	  au	  NMDA	  suite	  à	  la	  formation	  du	  complexe	  LRP-­‐Tat	  ;	  3)	  Activation	  directe	  du	  NMDAR	  par	  la	  
protéine	   Tat	  ;	   4)	   Altération	   de	   la	   tubuline	   par	   la	   protéine	   Tat	   intracellulaire	  ;	   5)	   Induction	   de	  
l’apoptose	  mitochondriale	   par	   la	   protéine	   Tat	   intracellulaire	  ;	   6)	  Modulation	   des	   gènes	   pro	   et	   anti-­‐
apoptotiques	  par	  la	  protéine	  Tat	  intracellulaire	  ;	  7)	  Activation	  de	  la	  PI3K	  par	  la	  protéine	  Tat.	  
	  
	  
* Effets indirects de Tat sur le SNC 
	  
	   La	   protéine	   Tat	   du	   VIH	   peut	   aussi	   induire	   une	   neurotoxicité	   par	   des	   mécanismes	  
indirects	  (figure	  15).	  Ces	  mécanismes	   impliquent	   la	  production	  de	  NO,	   le	  stress	  oxydatif,	   la	  
production	   de	   cytokines,	   chimiokines	   et	   de	   neurotoxines.	   Le	   stress	   oxydatif	   est	   un	  
mécanisme	   biologique	   qui	   induit	   l'oxydation	   des	   protéines,	   de	   l'ADN,	   la	   peroxydation	   des	  
lipides.	   Tout	   cela	   contribue	   ainsi	   à	   la	   mort	   cellulaire.	   Le	   stress	   oxydatif	   est	   causé	   par	  




hautement	   réactives	   telles	   que	   les	   radicaux	   hydroxylès,	   les	   anions	   superoxydes	   et	   le	  
peroxyde	  d'hydrogène.	  Tat	  peut	  induire	  un	  stress	  oxydatif	  conduisant	  à	  la	  neurotoxicité	  et	  à	  
la	   démence.	   Ceci	   suite	   à	   l'activation	   de	   la	   NO	   synthase	   (NOS)	   et	   de	   la	   production	   de	   NO	  
après	   interaction	   avec	   les	   récepteurs	   NMDA.	   En	   effet,	   après	   production	   de	   NO	   par	   les	  
astrocytes	  et	  les	  neurones,	  les	  cellules	  voisines	  entrent	  en	  apoptose.	  Ce	  processus	  est	  médié	  
par	   l'interaction	   des	   NO	   avec	   le	   cytochrome	   c	   mitochondrial,	   entraînant	   par	   la	   suite	   la	  
libération	   du	   calcium	   mitochondrial	   et	   la	   production	   de	   ONOO-­‐.	   Ces	   2	   molécules	   sont	  
impliquées	   dans	   l’établissement	   des	   dommages	  membranaires	   et	   de	   l’ADN	  mitochondrial	  
causant	  l’apoptose.	  
En	  fait,	  Tat	  induit	  dans	  les	  cellules	  gliales	  et	  les	  macrophages	  la	  production	  de	  TNF-­‐α,	  d’IL-­‐6,	  
d’IL-­‐8	   et	   d’IL-­‐10	   de	   manière	   PKC,	   MAP	   kinases	   et	   NF-­‐κB	   dépendante.	   Ces	   cytokines	  
engendrent	   des	   processus	   dégénératifs	   et	   l'apoptose.	   Bien	   que	   l'IL-­‐10	   soit	   associée	   à	   la	  
progression	   de	   la	   maladie	   vers	   le	   SIDA,	   l'IL-­‐6,	   l'IL-­‐8,	   le	   TNF	   ou	   le	   CXCL8	   induisent	   la	  
neurotoxicité	   et	   la	   démence	   associée	   au	   VIH.	   Tat	   peut	   aussi	   induire	   la	  mort	   cellulaire	   par	  
l'activation	  de	  la	  caspase	  3	  et	  8.	  Ces	  caspases	  sont	  activées	  consécutivement	  à	  la	  production	  
de	  TNF-­‐α	  et	  à	   sa	   liaison	  au	   récepteur	  TRAIL.	   Il	  a	  également	  été	  montré	  que	  Tat	  augmente	  
l'expression	  de	  TRAIL,	  de	  Fas/Fas	  ligand	  dans	  les	  astrocytes	  ce	  qui	  conduit	  à	  l'apoptose	  des	  
cellules.	   Le	   TNF-­‐α	   induit	   par	   Tat,	   augmente	   aussi	   la	   production	   de	   NO	   par	   des	   cellules	  
infectées.	  Ceci	  	  contribue	  à	  la	  production	  de	  glutamate	  par	  les	  astrocytes	  et	  à	  la	  production	  
de	  neurotoxines	  telles	  que	   l'acide	  quinolinique	  par	   les	  cellules	  microgliales.	  L'accumulation	  
de	  NO	  et	  de	  glutamate	  près	  des	  neurones	  conduit	  à	  l'activation	  du	  récepteur	  au	  glutamate	  
et	   au	   NMDA.	   Ces	   derniers	  mènent	   à	   l'influx	   calcique	   et	   provoquent	   la	   neurotoxicité	   et	   la	  
démence	  chez	  les	  personnes	  infectées.	  	  
Tat	   peut	   aussi	   induire	   l'expression	   de	   CCL2,	   CXCL8,	   CXCL10,	   CCL3,	   CCL4,	   CCL5	   par	   les	  
monocytes,	   les	   lymphocytes	   T	   et	   les	   cellules	   de	   la	  microglie.	   Ces	   chimiokines	   recrutent	   et	  
stimulent	   la	  migration	  des	  cellules.	  En	  plus	  Tat	   inhibe	   l'expression	  du	  NGF,	   induisant	  par	   la	  
même	   l’inhibition	   de	   la	   croissance,	   la	   nécrose	   des	   tissus,	   et	   la	   neurotoxicité	   associée	   à	   la	  
démence.	  	  
Récemment,	  il	  a	  été	  montré	  que	  Tat	  induit	  l'expression	  de	  plusieurs	  facteurs	  neurotoxiques	  
impliqués	   dans	   l’affaiblissement	   du	   système	   immunitaire	   et	   le	   développement	   du	  
neuroSIDA.	  En	  fait,	  Nair	  MP	  et	  al.	  ont	  démontré	  que	  Tat	  induit	  dans	  les	  cellules	  dendritiques,	  
les	   macrophages	   et	   les	   cellules	   microgliales	   l'expression	   de	   la	   kynurénine	   (KYN)	   et	   la	  
réduction	   de	   la	   sérotonine	   (5-­‐HTT)	   et	   de	   son	   transporteur	   (264,	   265).	   Ces	   facteurs	   sont	  






Figure	  15.	  Représentation	  schématique	  des	  divers	  effets	  indirects	  de	  Tat	  sur	  le	  SNC.	  1)	  Apoptose	  des	  
cellules	   du	   SNC	   suite	   à	   la	   production	   aberrante	   de	   NO,	   ROS	   et	   glutamate	   induite	   par	   Tat	  ;	   2)	  
Production	   de	   cytokines	   et	   chimiokines	   par	   Tat	   induisant	   l’immunosuppression	   du	   système	  
immunitaire	  et	  l’apoptose	  cellulaire	  ;	  3)	  Augmentation	  de	  l’expression	  des	  «	  death	  receptors	  »	  induit	  
par	   Tat	  ;	   4)	   Inhibition	   de	   la	   production	   de	   NGF	   par	   Tat	  ;	   5)	   Production	   de	   neurotoxines	   par	   Tat	  
conduisant	  au	  chimiotactisme,	  l’inflammation	  et	  la	  neurotoxicité.	  
	  
	  
C. 2-d Le rôle de Tat dans la dérégulation du réseau de cytokines 
	  
	   Nous	  avons	  montré	  jusqu’ici	  la	  capacité	  de	  la	  protéine	  Tat	  à	  participer	  à	  l’infection	  et	  
la	  pathogénicité	  du	  VIH.	  Ces	  effets	  passent,	  pour	  la	  plupart	  du	  temps,	  par	  la	  capacité	  de	  Tat	  
à	   induire	   la	   production	   diverses	   chimiokines	   et	   cytokines.	   En	   effet,	   la	   protéine	   Tat	  
extracellulaire	  peut	  induire	  la	  production	  de	  divers	  cytokines	  comme	  le	  TGF-­‐β,	  l’IL-­‐2,	  l'IL-­‐10,	  
l’IL-­‐6,	  l’IL1-­‐β,	  l’IL-­‐8	  et	  le	  TNF-­‐α	  par	  de	  nombreuses	  cellules	  dont	  les	  monocytes/macrophages	  
(118,	   233,	   266-­‐271).	   Cependant,	   la	   surexpression	   de	   Tat	   réduit	   l'expression	   des	   ARNm	  de	  
l’IL-­‐2	   et	   de	   son	   récepteur,	   IL-­‐2R,	   et	   inhibe	   la	   production	   d’IL-­‐12	   par	   les	   PBMC	   (272).	   Fait	  
intéressant,	   il	   a	   été	   montré	   que	   selon	   le	   sous-­‐type	   de	   VIH,	   Tat	   module	   différemment	  
l’expression	  des	  cytokines	  et	  chimiokines	  dans	   les	  monocytes	  primaires.	  En	  effet,	   la	  Tat	  de	  
clade	  B	  augmente	   la	  production	  de	  cytokines	  pro-­‐inflammatoires	  comme	   l'IL-­‐6	  et	   le	  TNF-­‐α	  
alors	   que	   celle	   du	   clade	  C	   augmente	   la	   production	  de	   cytokines	   anti-­‐inflammatoires	   telles	  
que	   l'IL-­‐4	   et	   l’	   IL-­‐10.	   De	   nombreuses	   études	   ont	   démontré	   la	   capacité	   de	   Tat	   à	   induire	   la	  
production	   de	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   comme	   le	   TNF-­‐α,	   CCL2,	   l’IL-­‐6	   à	   partir	   de	  




les	  macrophages	  et	  astrocytes	  du	  système	  nerveux	  central	  afin	  d’induire	  l’IL-­‐1β	  et	  le	  TNF-­‐α	  
(273).	   Tat	   peut	   aussi	   induire	   la	   production	   d’IL-­‐8	   et	   d’IL-­‐2	   par	   les	   LT	   (236).	   Ces	   cytokines,	  
produites	   par	   la	   protéine	   Tat,	   contribue	   à	   l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	  
observée	  au	  cours	  de	  la	  phase	  aigüe	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  En	  parallèle,	  la	  forte	  induction	  
d’IL-­‐10	  par	  Tat	  est	   essentielle	   à	   la	  progression	   rapide	  de	   l’infection	   vers	   la	  phase	  SIDA.	   En	  
effet,	   l'IL-­‐10	   a	   une	   forte	   action	   inhibitrice	   sur	   les	   lymphocytes	   T.	   De	   plus,	   sa	   production	  
accrue	  par	  Tat	  pourrait	  supprimer	  les	  fonctions	  des	  lymphocytes	  T.	  Tat	  induit	  la	  production	  
d'IL-­‐10	   dans	   les	  monocytes	   par	   un	  mécanisme	  dépendant	   du	   calcium	   (267,	   274,	   275).	   Les	  
travaux	  du	   laboratoire	  ont	  aussi	  montré	   l’implication	  d’une	  voie	   indépendante	  du	  calcium,	  
notamment	   via	   l’activation	   des	   PKC,	   des	  MAP	   kinases	   et	   de	   NF-­‐κB	   et	   AP-­‐1.	   Ainsi	   Tat,	   an	  
agissant	   sur	   les	   cellules	   du	   système	   immunitaire,	   représente	   une	   protéine	   clef	   de	   la	  
dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokines	  responsable	  de	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  
SIDA.	  Malgré	  la	  pléiotropies	  de	  récepteurs	  décrits	  pour	  Tat,	  peu	  d’études	  ont	  été	  consacrées	  
à	   la	   compréhension	  des	   signaux	   transduits	   suite	  à	   l’interaction	  de	  Tat	   avec	   ses	   récepteurs	  
pour	  la	  synthèse	  de	  cytokines.	  
	  
	  
D. Problématique du laboratoire 
	  
	   L’	  hyperactivation	  et	  l’affaiblissement	  du	  système	  immunitaire	  jouent	  un	  rôle	  majeur	  
dans	  l’infection	  au	  VIH	  et	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  Cette	  hyperactivation	  
est	   entre	   autre	   due	   à	   la	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines.	   Plus	   particulièrement	   la	  
production	   d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α,	   est	   une	   étape	   clef	   dans	   l’évolution	   de	   l’infection,	   la	  
pathogénèse	   associée	   à	   l’infection	   par	   le	   VIH	   et	   la	   déplétion	   des	   lymphocytes.	   Cette	  
déplétion	   lymphocytaire	   contribue	  à	   la	  destruction	  de	   la	  barrière	  gastro-­‐intestinale	  et	   à	   la	  
translocation	   dans	   la	   circulation	   de	   produits	   microbiens.	   A	   leur	   tour,	   ces	   pathogènes	  
participent	   à	   la	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   et	   à	   l’hyperactivation	   du	   système	  
immunitaire	   qui	   mènent	   plus	   tardivement	   à	   l’affaiblissement	   de	   ce	   dernier.	  
L’hyperactivation	  et	   l’affaiblissement	  du	  système	   immunitaire	  étant	  observés	  bien	  avant	   le	  
stade	  terminal	  SIDA	  (75),	  ils	  feraient	  intervenir	  des	  facteurs	  cellulaires	  mais	  aussi	  viraux.	  L’un	  
des	   candidats	   viraux	   participant	   activement	   à	   cette	   dérégulation,	   décrit	   dans	   le	   chapitre	  
précédent,	  est	  la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1.	  
	   En	   effet,	   nos	   travaux	   au	   laboratoire	   ont	   permis	   de	   montrer	   que	   Tat	   agit	   à	   la	  




humains.	   D’autre	   part,	   nous	   avons	   mis	   en	   évidence	   en	   détails	   les	   voies	   de	   signalisation	  
requises	  pour	   la	   synthèse	  de	  ces	  2	   cytokines.	  Tat	   interagit	  à	   la	   surface	  des	  monocytes	  avec	  
un/des	   récepteurs	   pour	   activer	   les	   voies	   PKC,	   MAP	   kinases	   ERK1/2	   et	   p38	   et	   NF-­‐κB	  
responsables	  de	  la	  production	  d’IL-­‐10.	  La	  production	  de	  TNF-­‐α,	  quant	  à	  elle,	  dépend	  des	  voies	  
calciques.	  Mon	  projet	  de	  thèse	  est	  dans	  la	  continuité	  des	  travaux	  développés	  au	  laboratoire.	  Il	  
a	   pour	   but	   de	   définir	   les	   voies	   de	   transduction	   activées	   par	   la	   protéine	   virale	   Tat	   dans	   le	  
monocyte.	  Notamment,	  nous	  avons	  tenté	  d’élucider	  les	  mécanismes	  par	  lesquels	  Tat	  induit	  la	  
dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   par	   les	   monocytes	   humains.	   Sachant	   l’importance	   du	  
TNF-­‐α	   de	   l’IL-­‐10	   dans	   l’hyperactivation	   et	   l’immunosuppression	   du	   système	   immunitaire,	   il	  
nous	  est	  apparu	  essentiel	  de	  déterminer	  comment	  Tat	   induit	   la	  production	  de	  ces	  cytokines	  
par	   les	   monocytes	   humains.	   Ceci	   afin	   de	   mieux	   comprendre	   le	   rôle	   de	   Tat	   dans	   la	  
physiopathologie	   et	   l’évolution	  de	   la	  maladie	   vers	   la	   phase	   SIDA.	  Ainsi,	   l’une	  des	   questions	  
essentielles	  qui	  reste	  posée	  est	   la	  nature	  du	  récepteur	  membranaire	  activé	  par	  Tat,	  capable	  
d’induire	   les	   signalisations,	  décrites	  au	   laboratoire,	   responsables	  de	   la	  production	  d’IL-­‐10	  et	  
de	  TNF-­‐α.	  	  
	   En	   tenant	   compte	   de	   nos	   résultats,	   un	   grand	   nombre	   d’arguments	   permet	   de	  
suggérer	   le	   TLR4	   (Toll	   Like	   Receptor	   4)	   comme	   récepteur	   candidat	   pour	   la	   protéine	   Tat	   du	  
VIH-­‐1	  :	  	  
-­‐	  Tat	  agit	  au	  niveau	  membranaire	  et	  le	  TLR4	  et	  ses	  cofacteurs	  CD14	  et	  MD2	  sont	  exprimés	  à	  la	  
surface	  des	  monocytes.	  
-­‐	  Les	  voies	  de	  signalisation	  activées	  par	   le	  TLR4	   incluent	   les	  MAP	  kinases	  ERK1/2,	  p38	  et	   les	  
facteurs	   de	   transcription	   AP-­‐1	   et	   NF-­‐κB.	   Notons	   que	   nous	   avons	   montré,	   que	   ces	   mêmes	  
voies	  sont	  aussi	  activées	  par	  Tat	  pour	  la	  synthèse	  de	  cytokines	  (118,	  268,	  274-­‐276).	  
-­‐	  La	  signalisation	  induite	  par	  Tat	  dans	  le	  monocyte	  active	  les	  PKC-­‐α,	  PKC-­‐βII,	  PKC	  -­‐δ	  et	  PKC–ε	  
(118,	  274-­‐276).	  De	  façon	  intéressante	  des	  études	  récentes	  ont	  rapporté	  l’implication	  des	  PKC-­‐
ε (277),	  PKC-­‐ζ (278,	  279),	  et	  PKC-­‐δ (280)	  dans	  les	  voies	  de	  transduction	  activées	  par	  le	  TLR4.	  Il	  
semble	  donc	  qu’il	  existe	  un	  lien	  entre	  les	  voies	  PKC	  activées	  par	  Tat	  et	  celles	  des	  TLR.	  
-­‐	  En	  plus,	  plusieurs	  virus	  tels	  que	  le	  MMTV	  (via	  la	  protéine	  Env)	  (281),	  le	  RSV	  (via	  la	  protéine	  
F)	  (282),	  le	  virus	  VSV	  (via	  la	  protéine	  G)	  (283)	  et	  les	  coxsackie	  virus	  sont	  capables	  de	  stimuler	  
la	  production	  de	  cytokines	  dont	  l’IL-­‐10	  et	  le	  TNF-­‐α	  par	  le	  TLR4.	  
-­‐	   Enfin,	   de	   façon	   très	   intéressante,	   la	   séquence	   de	   la	   protéine	   d’enveloppe	   du	   MMTV,	  




protéine	   Tat.	   Ceci	   suggère	   que	   ces	   20	   premiers	   acides	   aminés	   peuvent	   être	   un	   PAMP	  
(Pathogen	  Associated	  Molecular	  Pattern),	  ligand	  du	  TLR4.	  
	   Ainsi,	   l’objectif	  de	  mon	  projet	  de	   thèse	  est	  donc	  centré	   sur	   le	   rôle	  du	  TLR4	  comme	  
récepteur	  potentiel	  de	  la	  protéine	  Tat,	  capable	  de	  transduire	  ses	  signaux,	  pour	  la	  production	  
d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α	   par	   les	   monocytes	   humain.	   Le	   chapitre	   suivant	   sera	   consacré	   à	   la	  
compréhension	   des	   mécanismes	   d’activation	   et	   de	   régulations	   des	   TLR	   mais	   aussi	   leurs	  














































Les Toll Like Receptors : rôle bénéfique 






















	   Chez	  l’homme,	  des	  mécanismes	  de	  reconnaissance	  des	  pathogènes	  et	  des	  molécules	  
du	  non	  soi	  permettent	  d’éliminer	   les	  éléments	  étrangers.	  En	  1989,	   le	  modèle	  du	  soi	  et	  du	  
non	  soi	  proposé	  par	  Janeway	  permet	  d’expliquer	  les	  réponses	  immunes	  contre	  les	  antigènes	  
extérieurs.	  C’est	  Polly	  Matzinger	  qui	  introduit	  la	  notion	  de	  signaux	  de	  dangers	  (284)	  qui	  vont	  
stimuler	   l’immunité.	   Notamment,	   les	   signaux	   de	   dangers	   relargués	   par	   les	   cellules	  
endommagées	  lors	  d’infections	  bactériennes,	  virales,	  fongiques	  mais	  aussi	  lors	  de	  processus	  
non	   infectieux	   comme	   les	   tumeurs	   ou	   les	   nécroses.	   Il	   s’agit	   de	   molécules	   normalement	  
séquestrées	   dans	   les	   cellules	   telles	   que	   l’acide	   urique,	   les	   HSP	   (Heat-­‐Shock	   Protein),	   les	  
acides	  nucléiques.	  Ces	  signaux	  endogènes	  sont	  appelés	  DAMP	  (Danger-­‐Associated	  Molecular	  
Patterns)	  et	  complètent	  la	  liste	  des	  signaux	  exogènes	  appelés	  PAMP	  (Pathogen-­‐	  Associated	  
Molecular	  Patterns).	  Ces	  derniers	  sont	  reconnus	  par	  des	  récepteurs	  appelés	  PRR	  (Pathogen	  
Recognition	  Receptor),	  présents	  au	  niveau	  extracellulaire	  ou	   intracellulaire	  en	  fonction	  des	  
ligands	   reconnus.	  Ainsi,	   on	  détermine	  3	   classes	   de	   PRR	   :	   i)	   les	   PRR	  d’endocytose	   tels	   :	   les	  
“scavengers	  receptors”	  et	  les	  lectines	  de	  types	  C	  ;	  	  ii)	  les	  PRR	  de	  signalisation	  qui	  regroupent	  
les	  TLRs,	  les	  NLRs	  et	  les	  RLHs	  et	  iii)	  les	  PRR	  solubles	  comprenant	  les	  collectines,	  les	  ficolines	  
et	   les	  pentraxines.	  Ces	  PRR	  ont	  pour	  buts	  de	  reconnaitre	   les	  PAMP	  ou	  DAMP,	  d’activer	   les	  
cellules	   et	   mettre	   en	   place	   l’immunité	   innée	   et	   adaptative.	   La	   réponse	   innée	   consiste	   à	  
produire	  des	  cytokines	  dont	   l’IFN-­‐α/β,	  à	  activer	   les	  systèmes	  de	  restrictions	  et	  à	  activer	   les	  
cellules	  qui	  vont	  présenter	  les	  Ag	  aux	  LT	  et	  orienter	  les	  réponses	  immunes	  par	  la	  sécrétion	  de	  
cytokines.	  Dans	  ce	  chapitre,	  nous	  nous	   focaliserons	  sur	  une	   famille	  de	  PRR	  particulier	   :	   les	  
Toll	  Like	  Receptors.	  
 
 
B. Les sentinelles de l’immunité innée : les TLR 
B. 1 Généralités sur les TLR 
B. 1-a Origine des TLR 
	  
A	   la	   fin	   des	   années	   1990,	   le	   premier	   récepteur	   Toll	   fût	   découvert	   chez	   Drosophila	  
melanogaster.	  Ce	  gène	  fut	  initialement	  impliqué	  dans	  l’embryogénèse	  et	  la	  mise	  en	  place	  de	  
l’axe	  dorso-­‐ventral.	  En	  1996,	  Jules	  Hoffman	  et	  son	  équipe	  montre	  l’implication	  de	  Toll	  dans	  
l’immunité	   antifongique	   chez	   la	   drosophile	   (285).	   A	   l’heure	   de	   cette	   découverte,	   les	   TLR	  
étaient	   connus	   chez	   les	   mammifères.	   En	   effet,	   en	   1996	   l’équipe	   de	   Taguchi	   identifie	   le	  




sur	   le	  rôle	  du	  TLR1	  dans	   le	  développement	  embryonnaire	  des	  mammifères.	  Ce	  n’est	  qu’en	  
faisant	  le	  rapprochement	  entre	  l’homologie	  de	  séquence	  du	  domaine	  cytoplasmique	  de	  Toll	  
avec	  un	   récepteur	  de	   l’immunité	  des	  mammifères,	   IL1-­‐R,	  que	  des	   travaux	  se	  sont	  penchés	  
sur	   le	   rôle	  des	  TLR	  dans	   l’immunité.	  En	  1997,	  Charles	   Janeway,	  Ruslan	  Medhziltov	  et	   leurs	  
collaborateurs	   identifient	   un	   paralogue	   de	   TIL	   nommé	   hToll,	   actuellement	   appelé	   TLR4	  
(287).	   En	   reprenant	   les	   travaux	   de	   J.	   Hoffmann,	   ils	   suggèrent	   l’implication	   du	   TLR4	   dans	  
l’activation	  de	   l’immunité	  adaptative.	  Cette	  hypothèse	   fut	   confirmée	  en	  1998	  par	   l’équipe	  
de	   Bruce	   Beutler	   qui	   a	   étudié	   les	   conséquences	   de	   la	   perte	   d’expression	   du	   TLR4	   chez	   la	  
souris	   après	   injection	   de	   LPS	   bactérien	   (288).	   Cette	   étude	   conclue	   à	   la	   spécificité	   de	  
reconnaissance	   du	   LPS	   par	   le	   TLR4	   et	   suggère	   que	   chaque	   TLR	   pourrait	   reconnaître	   une	  
molécule	  particulière	  témoignant	  d’une	  infection	  en	  cours.	  Depuis,	  10	  TLRs	  ont	  été	  identifiés	  
chez	  l’Homme	  (289).	  Les	  TLR	  représentent	  des	  récepteurs	  clefs	  permettant	  de	  détecter	  une	  
infection	  et	  de	  déclencher	  la	  réponse	  immune.	  
	  
B. 1-b  Structure des TLR 
	  
Les	  TLR	  sont	  des	  protéines	  transmembranaires	  de	  type	  I	  caractérisées	  par	  un	  domaine	  
extracellulaire	   riche	  en	   leucines	   (LRR)	   et	  un	  domaine	   intracellulaire	   TIR	   (Toll/IL1	  Receptor)	  
(figure	  16).	  L’	  ectodomaine	  des	  TLR,	  en	  forme	  de	  fer	  à	  cheval,	  comprend	  19	  à	  25	  tandems	  de	  
motifs	   LRR	   composés	   chacun	   de	   24	   à	   29	   acides	   aminés	   incluant	   une	   séquence	   consensus	  
XLXXLXLXX	  et	  espacés	  de	  20-­‐30	  résidus	  d’acides	  aminés	  hydrophobes	  conservés	  (290)	  (figure	  
16).	  Chaque	  LRR	  comprend	  un	  feuillet	  β	  relié	  à	  une	  hélice	  α.	  C’est	  la	  partie	  LRR	  qui	  diverge	  
entre	  les	  TLR	  et	  qui	  confère	  la	  spécificité	  des	  PAMP	  reconnus.	  La	  partie	  cytoplasmique	  TIR,	  






Figure	  16	  :	  Représentation	  de	  l’architecture	  d’un	  TLR	  [modifié	  de	  (291)].	  Les	  TLR	  sont	  constitués	  d’un	  
ectodomaine	   extracellulaire	   comprenant	   les	   Leucines	   Rich	   Repeats	   (LRR),	   une	   région	  
transmembranaire	  et	  un	  domaine	  intracellulaire.	  
	  
	  
B. 1-c Activation des TLR 
	  
Les	   TLR	   sont	   présents	   sous	   forme	   d’homodimères	   ou	   d’hétérodimères	   (292).	   La	  
reconnaissance	   du	   PAMP	   et	   sa	   liaison	   aux	   TLR	   est	   essentielle	   mais	   pas	   suffisante	   pour	  
l'activation	  de	  ces	  derniers.	  En	  effet,	  la	  conformation	  des	  domaines	  intra-­‐cytoplasmiques	  des	  
TLR	   ne	   permet	   pas	   l’accessibilité	   des	   domaines	   TIR	   aux	   adaptateurs	   des	   voies	   de	  
signalisation.	  L’activation	  des	  TLR	  nécessite	  un	  changement	  de	  conformations	  nécessaire	  à	  
leurs	  activations	  (293)	  (figure	  17).	  	  
	  
	  
Figure	  17	  :	  Schéma	  d’activation	  d’un	  TLR	  (290).	  Après	  fixation	  du	  ligand,	  les	  TLR	  se	  dimèrisent	  via	  les	  
régions	  C-­‐terminales	  extracellulaires.	  Les	  TLR	  forment	  une	  structure	  en	  «	  fer	  à	  cheval	  ».	  Les	  LRR	  fixent	  
le	  ligand	  ce	  qui	   induit	  un	  changement	  de	  conformation	  permettant	  le	  rapprochement	  des	  domaines	  





C’est	   notamment	   suite	   à	   la	   reconnaissance	   du	   ligand	   que	   les	   TLR	   et	   plus	  
particulièrement	   l’ectodomaine,	   subit	   un	   changement	   de	   conformation.	   Ce	   changement	  
conformationel	  permet	  le	  rapprochement	  des	  domaines	  intra-­‐	  cytoplasmiques	  rendant	  ainsi	  
accessible	   les	  domaines	  TIR.	  Les	  domaines	  TIR	  accessibles,	   ils	  peuvent	  alors	   fixer	  et	  activer	  
les	  domaines	  TIR	  des	  adaptateurs	  des	  voies	  de	  signalisation	  des	  TLR	  	  (294).	  C’est	  ainsi	  que	  les	  
voies	  dépendantes	  de	  Myd88	  ou	  TRIF	  sont	  activées	  et	  conduisent	  à	  la	  synthèse	  de	  cytokines.	  
	  
B. 2 Les différents TLR : leurs PAMPs et leurs rôles 
	  
	   	  Dix	   TLR	  ont	   été	   identifiés	   chez	   l’homme	  et	   sont	   exprimés	  par	  de	  nombreux	   types	  
cellulaires	   dont	   les	   monocytes/macrophages.	   Les	   TLR1,	   2,	   4,	   5,	   6	   sont	   retrouvés	   à	   la	  
membrane	  plasmique	  alors	  que	  les	  TLR3,	  7/8	  et	  9	  sont	  localisés	  aux	  endosomes	  (figure	  18).	  
	  
	  
Figure	   18	  :	   Les	   TLRs	   et	   leurs	   ligands.	   Le	   TLR2	   est	   essentiel	   à	   la	   reconnaissance	   des	   lipopeptides	  
microbiens.	   Le	   TLR1	   et	   le	   TLR6	   coopèrent	   avec	   le	   TLR2	   afin	   de	   discriminer	   respectivement	   les	  
lipopeptides	   comprenant	   un	   diacyl	   ou	   un	   triacyl.	   Le	   TLR4-­‐MD2	   est	   le	   récepteur	   du	   LPS.	   Les	   TLRs	  







B. 2-a Les TLR intracellulaires/endosomaux 
	  
	   Les	   TLR3,	   7/8	   et	   9	   présentent	   une	   séquence	   de	   «	  rétention	  »	   au	   réticulum	  
endoplasmique	  (RE)	  (figure	  19).	  Cette	  séquence	  est	  localisée	  différemment	  en	  fonction	  des	  
TLR.	   Sur	   le	   TLR9,	   c’est	   son	  ectodomaine	  ou	   sa	   région	   transmembranaire	  qui	   est	   suffisante	  
pour	   la	   localisation	   au	   RE	   (295).	   Pour	   le	   TLR3	   une	   séquence	   d'acides	   aminés	   (Glu727	   à	  
Asp749)	   dans	   le	   domaine	   cytoplasmique,	   est	   suffisante.	   Pour	   le	   TLR7	   il	   s’agit	   du	   domaine	  
transmembranaire.	  Une	  fois	  les	  cellules	  activées,	  ces	  TLR	  vont	  être	  transportés	  dans	  le	  Golgi	  
via	   les	   protéines	   chaperonnes:	   PRAT4A	   et	   gp96.	   Ils	   suivront	   par	   la	   suite	   leurs	   trafics	   pour	  
atteindre	   les	   endosomes.	   Cette	   étape	   est	   dépendante	   de	   l’association	   du	   domaine	  
transmembranaire	   des	   TLR	   avec	   la	   protéine	   chaperonne	  :	   Unc93B1.	   Dans	   les	   endosomes,	  
seul	  le	  TLR9	  subit	  une	  étape	  supplémentaire	  de	  maturation.	  En	  effet,	  le	  clivage	  du	  TLR9	  par	  
les	   cathepsines	   est	   essentiel	   à	   la	   reconnaissance	   du	   ligand	   par	   le	   TLR9.	   Cette	   localisation	  
endosomale	  des	  TLR3,	  7/8	  et	  9	  permet	  d’éviter	  leurs	  activations	  par	  les	  acides	  nucléiques	  du	  
soi	  (296,	  297).	  	  
	  
Figure	  19.	  Trafic	  et	  «	  processing	  »	  des	  TLR	   intracellulaires	   (295).	  Dans	   le	  RE,	   la	  protéine	  chaperonne	  
gp96	  favorise	   le	  repliement	  des	  TLR3,	  TLR7	  et	  TLR9.	  L’action	  de	   la	  gp96	  nécessite	   la	  mobilisation	  du	  
calcium	  du	  RE	  et	  une	  N-­‐glycosylation	  essentielle	  pour	  l'interaction	  avec	  le	  TLR.	  Les	  protéines	  PRAT4A	  
et	   UNC93B1	   sont	   essentiels	   à	   l’export	   des	   TLR3,	   TLR7	   et	   TLR9	   du	   RE.	   Les	   TLR7	   et	   TLR9	   entrent	   en	  
compétition	  pour	  la	  liaison	  à	  UNC93B1.	  Cependant,	  UNC93B1	  se	  lie	  préférentiellement	  à	  la	  région	  N-­‐
terminale	  du	  TLR9.	  Le	  trafic	  des	  TLR	  au	  travers	  l'appareil	  de	  Golgi	  suit	  la	  voie	  de	  sécrétion	  classique	  et	  
les	   TLR	   sont	   acheminés	   vers	   les	   endosomes	   où	   ils	   rencontrent	   leurs	   ligands.	   Les	   ectodomaines	   des	  
TLR7	  et	  TLR9	  sont	  clivés	  par	  des	  cystéines	  protéases	  lysosomales	  telles	  que	  les	  cathepsines	  liées	  aux	  
papaïnes	  (CTS)	  K,	  L	  et	  S,	  mais	  aussi	  une	  protéase	  apparentée	  à	   la	  famille	  des	  caspases	  :	   l'asparagine	  
endopeptidase	  (AEP).	  Le	  clivage	  des	  TLR7	  et	  TLR9	  n'est	  pas	  nécessaire	  pour	  l’interaction	  avec	  le	  ligand	  





Le	  TLR3	  présent	  majoritairement	  dans	  les	  DC	  matures,	  reconnait	  l’ARN	  double	  brin.	  Celui-­‐ci	  
peut	  être	  généré	  dans	  le	  cytosol	  pendant	  le	  cycle	  réplicatif	  soit	  comme	  un	  intermédiaire	  à	  la	  
synthèse	  d’ARN	  soit	  comme	  un	  produit	  généré	  lors	  de	  la	  transcription	  de	  l’ADN	  (298).	  	  
L’ARN	   simple	   brin	   doit	   être	   internalisé	   pour	   être	   reconnu	   par	   le	   TLR7/8.	   Notamment	   les	  
TLR7/8	   reconnaissent	   les	   ARN	   sb	   riches	   en	   guanosines	   et	   uridines.	   Des	   molécules	  
synthétiques	   sont	   aussi	   décrites	   comme	   ligands	   reconnus	   par	   le	   TLR7/8	   comme	  
l’imidazoquinoline	  ou	  la	  loxoribine.	  	  
L’ADN	  bactérien	  riche	  en	  motifs	  CpG	  non	  méthylés	  est	  reconnu	  spécifiquement	  par	  le	  TLR9.	  
Un	  nouveau	  ligand	  non-­‐ADN	  a	  été	  décrit	  pour	  le	  TLR9,	  il	  s’agit	  de	  l’Hemozoïne.	  
	  
B. 2-b Les TLRs de surfaces 
- Les TLR2/1, TLR2/6 et TLR5 
	   	  
	   Les	   TLR	   de	   surface,	   TLR2/1,	   TLR2/6	   et	   TLR5,	   reconnaissent	   les	   protéines	  
d’enveloppes	   virales	   et/ou	   des	   facteurs	   bactériens	   (296).	   Le	   TLR2	   codé	   par	   2	   exons,	   est	  
caractérisé	  par	  sa	  capacité	  à	  former	  des	  hétérodimères	  avec	  les	  TLR1	  ou	  TLR6.	  Ces	  TLR1	  et	  6	  
sont	   codés	   par	   un	   seul	   exon,	   localisé	   en	   tandems	   sur	   le	   même	   chromosome.	   Cette	  
hétérodimèrisation	   confère	   au	   TLR2	   une	   spécificité	   de	   reconnaissance	   avec	   divers	   ligands	  
comme	   par	   exemple	   les	   différentes	   formes	   de	   LPS	   ou	   encore	   les	   triacyl	   et	   les	   diacyl	  
lipopetides	   (299,	   300).	   Les	   hétérodimères	   de	   TLR2	   sont	   également	   décrits	   comme	  
récepteurs	   de	   molécules	   fongiques/protozoaires	   (301)	   mais	   aussi	   des	   lipoprotéines	  
présentes	   à	   la	   surface	   des	   mycobactéries	   (251),	   des	   méningocoques	   (302),	   ou	   des	  
mycoplasmes	  (299).	  L’hémagglutinine	  du	  virus	  de	  la	  rougeole	  ainsi	  que	  les	  protéines	  virales	  
des	   cytomégalovirus	   (HCMV),	   herpésvirus	   (HSV)	   ou	   encore	   du	   virus	   lymphocytaire	   de	   la	  
choriomeningite	  (LCMV)	  ont	  été	  décrits	  comme	  ligand	  du	  TLR2	  (296).	  De	  manière	  générale,	  
un	  grand	  nombre	  de	  ligands	  bactériens,	  fongiques	  et	  viraux	  ont	  été	  décrits	  pour	  le	  TLR2.	  	  
Le	   TLR5	   codée	   par	   5	   exons,	   reconnait	   uniquement	   la	   forme	   monomérique	   soluble	   ou	  
bactérienne	  de	  la	  flagelline	  (303).	  
	  
- Le TLR4, un TLR pas comme les autres 
	  
	   Le	   TLR4	   est	   l’un	   des	   récepteurs	   membranaires	   les	   plus	   étudiés	   et	   les	   plus	  
caractérisés.	   Le	  TLR4	  est	  exprimé	  dans	  de	  nombreuses	  cellules	   immunitaires	   telles	  que	   les	  
monocytes/macrophages,	   les	   DC,	   les	   neutrophiles,	   les	   mastocytes	   et	   les	   LB.	   Le	   TLR4	   est	  




son	  trafic.	  En	  effet,	  dans	  le	  Golgi	  le	  TLR4	  s’associe	  à	  la	  Heat	  Shock	  protein	  	  gp96.	  La	  gp96	  est	  
importante	   puisqu’elle	   permet	   d’associer	   de	   façon	   calcium	   dépendante	   le	   TLR4	   avec	   son	  
cofacteur	  MD2.	  Celui	  ci	  est	  essentiel	  à	   l’	  export	  membranaire	  du	  TLR4,	  à	   la	  reconnaissance	  
du	   ligand	   et	   à	   la	   signalisation	   du	   TLR4	   (304).	   Une	   seconde	   protéine	   chaperonne	   PRAT4A	  
s’associe	  au	  complexe	  TLR4-­‐MD2	  dans	  le	  Golgi	  et	  permet	  de	  suivre	   le	  routing	  du	  complexe	  
vers	   le	   RE.	   Dans	   le	   RE,	   le	   complexe	   subit	   une	   maturation	   par	   glycosylation	   avant	   d’être	  
exporté	  à	  la	  membrane	  plasmique	  où	  il	  peut	  reconnaitre	  ses	  ligands.	  Le	  ligand	  le	  plus	  connu	  
du	  TLR4	  est	  le	  lipopolysaccharide	  (LPS)	  des	  bactéries	  à	  Gram	  négatifs	  (figure	  20).	  	  
	  
	  
Figure	  20	  :	  Structure	  du	  lipopolysaccharide	  bactérien	  (LPS)	  [modifié	  de	  (291)].	  a)	  Le	  LPS	  est	  composé	  
d’un	   lipide	   A	   (endotoxine),	   d’un	   oligosaccharide	   et	   d’un	   antigène	   O.	   A	   droite,	   les	   carbones	   des	  
glucosamines	   et	   de	   la	   chaîne	   lipidique	   du	   lipide	   A	   sont	   numérotés.	   Les	   liaisons	   hydrogènes	   sont	  
représentés	  en	  pointillés	  bleu.	  b	  à	  d)	  Liaisons	  du	  LPS	  avec	  le	  TLR4	  et	  le	  MD2.	  Représentations	  b)	  des	  
interactions	  du	  LPS	  avec	  la	  poche	  du	  MD2,	  représentée	  en	  rose	  hachurée	  ;	  c)	  des	  liaisons	  hydrogènes	  
entre	  le	  lipide	  A	  et	  le	  TLR4-­‐MD2	  ;	  d)	  des	  interactions	  ioniques	  et	  hydrogènes	  des	  deux	  groupements	  
phosphates	  du	  lipide	  A.	  les	  distances	  entre	  les	  interactions	  sont	  écrites	  en	  noires	  en	  angströms.	  
	  
	  
	   Le	  LPS	  se	  compose	  d’un	  lipide	  A	  immunogène,	  d’un	  oligosaccharide	  de	  base	  et	  d’une	  
chaîne	  latérale	  O.	  Le	  lipide	  A	  est	  une	  molécule	  hautement	  diversifiée	  de	  part	  le	  nombre	  et	  la	  
longueur	  de	  ses	  chaînes	  latérales	  d'acides	  gras	  et	  la	  présence	  de	  phosphates.	  De	  nombreux	  




d’activation	   du	   TLR4.	   En	   effet,	   en	  modifiant	   le	   nombre	   ou	   la	   longueur	   des	   acides	   gras	   ou	  
encore	  en	  modifiant	  la	  charge	  du	  lipide	  A,	  on	  peut	  réduire	  l'ampleur	  de	  l’activation	  du	  TLR.	  
La	  reconnaissance	  du	  LPS	  fait	  intervenir	  plusieurs	  molécules	  favorisant	  sa	  liaison	  au	  TLR4.	  En	  
effet,	  le	  LPS	  est	  transféré	  au	  MD2	  par	  2	  protéines	  accessoires,	  la	  LBP	  (LPS	  Binding	  protein)	  et	  
le	  CD14.	  Le	  LPS	  se	  lie	  tout	  d’abord	  à	  la	  LBP	  qui	  l’extrait	  des	  membranes	  bactériennes	  afin	  de	  
le	  transférer	  au	  CD14	  soluble	  ou	  membranaire.	  L’interaction	  LPS-­‐CD14	  est	  de	  forte	  affinité.	  
Des	  études	  ont	  montré	  que	  le	  domaine	  N-­‐terminal	  de	  la	  LBP	  est	  responsable	  de	  l’interaction	  
avec	   le	  LPS,	  alors	  que	   le	  domaine	  C-­‐terminal	  serait	  quant	  à	   lui	  responsable	  du	  transfert	  du	  
LPS	  au	  CD14.	  Une	   fois	   lié	   au	   LPS	   le	  CD14,	  présent	   aux	   rafts,	   recrute	   le	   TLR4	  associé	   à	   son	  
cofacteur	   MD-­‐2	   puis	   transfert	   le	   LPS	   au	   MD2.	   Les	   rôles	   des	   cofacteurs	   des	   TLR	   dans	   la	  


































	   De	   façon	   intéressante,	   plusieurs	   laboratoires	   ont	   montré	   qu’une	   région	   du	   CD14,	  
proche	  de	  la	  poche	  de	  liaison	  au	  LPS,	  est	  essentielle	  à	  la	  signalisation	  induite	  par	  le	  LPS	  mais	  
pas	   à	   sa	   reconnaissance	   (306-­‐308).	   Cette	   zone,	   essentielle	   à	   la	   signalisation	   du	   LPS,	   peut	  
établir	   un	   contact	   direct	   et	   transitoire	   avec	   le	   TLR4-­‐MD2	   et	   reste	   nécessaire	   au	   transfert	  
efficace	  du	  LPS	  au	  MD2.	  Le	  MD2	  a	  une	  structure	  composée	  de	  2	  feuillets	  β antiparallèles	  qui	  
forment	   une	   large	   poche	   hydrophobe	   permettant	   la	   liaison	   du	   ligand	   (309).	   Le	   LPS	   se	   lie	  
directement	   à	   cette	   poche	   et	   induit	   la	   dimèrisation	   du	   complexe	   TLR4-­‐MD2.	   Pour	   la	  
dimèrisation,	  le	  TLR4	  forme	  des	  ponts	  hydrophobes	  et	  hydrophiles	  directement	  avec	  le	  LPS	  
et	   les	  F126	  et	  F87	  de	   la	  boucle	  du	  MD2.	  Les	  F126	  et	  F87	  du	  MD2	   lient	   respectivement	   les	  
brins	  βG-­‐βH	  et	  βE-­‐βF	  du	  MD2.	  L’équipe	  de	  Miyake	  et	  coll.	  ont	  aussi	  découvert	  que	  la	  F126	  et	  
la	   Gly129	   du	   MD2	   étaient	   essentielles	   à	   l’agrégation	   du	   complexe	   TLR4-­‐MD2	   (310).	   Les	  
principales	   interactions	  entre	   le	  TLR4-­‐MD2,	   le	   LPS-­‐MD2	  et	   le	   LPS-­‐TLR4,	   impliquées	  dans	   la	  
dimèrisation	  du	  TLR4-­‐MD2	  après	  fixation	  du	  ligand	  sont	  résumés	  dans	  la	  figure	  21.	  
	   	  
	   La	  phosphorylation	  du	  LPS	  est	  importante	  pour	  l’activité	  biologique	  de	  ce	  dernier.	  En	  
effet,	   le	   lipide	   A	   diphosphorylé	   est	   1000	   fois	   plus	   actif	   que	   le	   lipide	   A	   monophosphorylé	  
(311).	   C’est	   ainsi	   que	   de	   nombreux	   dérivés	   synthétiques	   du	   lipide	   A	   ont	   été	   développés	  
comme	  candidats	   thérapeutiques	  pour	   les	   chocs	   septiques	  et	   les	   septicémies.	  Notamment	  
l’Eritoran	   ou	   E5564,	   une	   molécule	   synthétique	   dérivée	   du	   lipide	   A	   de	   Rhodobacter	  
sphaeroides,	  est	  utilisée	  comme	  antagoniste	  du	  TLR4-­‐MD2.	  Ce	  lipide	  est	  actuellement	  testé	  
en	   phase	   clinique	   III	   pour	   le	   traitement	   des	   chocs	   septiques.	   Le	   lipide	   IVa,	   encore	   appelé	  
composé	  406,	  est	  un	  intermédiaire	  retrouvé	  lors	  de	  la	  biosynthèse	  du	  LPS.	  Ce	  composé	  est	  
aussi	   utilisé	   comme	   antagoniste.	   Cependant,	   on	   note	   la	   découverte	   de	   nombreux	   autres	  
ligands	   du	   TLR4	   dans	   la	   littérature.	   C’est	   le	   cas	   notamment	   de	   nombreuses	   protéines	  
endogènes	  telles	  que	  la	  fibronectine,	  les	  défensines,	  le	  hyaluronate	  ainsi	  que	  les	  héparanes	  
sulfates.	  Le	  Taxol	  ayant	  des	  activités	  anti-­‐tumorales	  chez	  l’homme	  a	  aussi	  été	  décrit	  comme	  
ligand	   du	   TLR4.	   Diverses	   protéines	   virales	   ont	   également	   été	   décrites	   comme	   liant	   et	  
activant	   le	  TLR4	  et/ou	  ses	  cofacteurs.	  Comme	  la	  protéine	  de	  fusion	  du	  virus	  syncitial	   (RSV)	  
(282),	   la	   glycoprotéine	   d’enveloppe	   du	   MMTV	   (281),	   la	   protéine	   G	   du	   VSV	   ainsi	   que	   la	  
protéine	   p30	   du	   HTLV	   (283).	   Après	   activation	   par	   ses	   ligands,	   le	   TLR4	   est	   le	   seul	   TLR	   à	  
pouvoir	   initier	   les	   2	   voies	   de	   signalisations	   décrites	   pour	   les	   TLR	   intracellulaires	   et	  







Figure	  21	  :	  Représentation	  de	  la	  dimèrisation	  du	  complexe	  TLR4-­‐MD2-­‐LPS	  (313).	  A)	  L’association	  entre	  
le	  TLR4	  et	  le	  MD2	  est	  formée	  avant	  la	  liaison	  du	  LPS.	  La	  dimèrisation	  est	  induite	  suite	  à	  la	  liaison	  avec	  
le	  LPS.	  Le	  lipide	  A	  du	  LPS	  est	  représenté	  en	  rouge	  et	  son	  carbohydrate	  en	  rose.	  Les	  numéros	  des	  LRR	  
du	  TLR4	  et	  le	  nom	  des	  chaînes	  β	  du	  MD2	  sont	  représentés	  en	  noir.	  Le	  TLR4	  est	  divisé	  en	  domaine	  N-­‐
ter,	  central	  et	  C-­‐ter.	  B)	  Par	  souci	  de	  clarté,	   le	  noyau	  interne	  du	  LPS	  n’est	  pas	  représenté.	  L'interface	  
principale	  est	   représentée	  en	  «	  patch	  »	  A	  et	  B	  marqués	  en	   rouge.	   L'interface	  de	  dimèrisation	  a	  été	  
tournée	  pour	  montrer	  les	  résidus	  impliqués	  dans	  la	  dimèrisation.	  C)	  Les	  acides	  aminés	  impliqués	  dans	  
les	   interactions	  avec	   le	  LPS	  et	   la	  dimèrisation	  du	  complexe	  TLR4-­‐MD2-­‐LPS.	  Les	  numéros	  des	  LRR	  du	  
TLR4	   et	   les	   brins	   β	   du	   MD2	   impliqués	   dans	   la	   dimèrisation	   sont	   marqués	   en	   vert	   et	   rouge	  









B. 3 Les voies de signalisation des TLR 
	  
Après	   fixation	   du	   ligand	   et	   dimèrisation	   des	   TLR,	   une	   signalisation	   dépendante	   de	  
Myd88	  (sauf	  pour	  le	  TLR3)	  et/ou	  indépendante	  de	  Myd88	  (TLR3	  et	  4)	  peut	  être	  induite.	  Ces	  
voies	   font	   intervenir	  4	  adaptateurs	   fonctionnels	  :	  Myd88	   (Myeloïde	  differentiation	  primary	  
response	   protein	   88),	   TIRAP	   (TIR	   domain	   containing	   Adaptator	   Protein),	   TRIF	   (TIR	   domain	  
containing	  adaptator	  inducing	  IFN-­‐β)	  et	  TRAM	  (Trif-­‐related	  adaptator	  molecule)	  (314)	  (figure	  
22).	  
	  
Figure	   22.	   Schéma	   des	   voies	   de	   signalisations	   activées	   par	   le	   TLR4.	   Représentation	   des	   différentes	  
cascades	  de	   signalisation	  activées	   suite	  à	   l’activation	  du	  TLR4	  par	   le	   LPS,	   son	   ligand	  principal.	  Deux	  
voies	  de	  transductions	  peuvent	  être	  activées	  par	  le	  TLR4.	  Le	  recrutement	  de	  la	  molécule	  adaptatrice	  
MyD88	   par	   l’adaptateur	   TIRAP	   ou	   de	   la	   molécule	   TRIF	   via	   la	   molécule	   adaptatrice	   TRAM	   induit	  





B. 3-a La signalisation dépendante de Myd88	  
	  
	   La	  signalisation	  dépendante	  de	  Myd88	  est	  présente	  chez	  tous	   les	  TLR	  sauf	   le	  TLR3.	  
Elle	  consiste	  en	  le	  recrutement	  de	  l’adaptateur	  Mal	  encore	  appelé	  Tirap	  à	  la	  membrane.	  Mal	  
est	   recrutée	   et	   associée	   par	   son	   domaine	   N-­‐terminal	   au	   PIP2	   membranaire	   (315).	   La	  
phosphorylation	  de	  Mal	  par	   la	  Btk	  (Burton	  tyrosine	  kinase)	   (316)	  engage	  alors	   l’association	  
de	   l’adaptateur	  Myd88	  à	  Mal	  au	  niveau	  membranaire	  et	   induit	   la	  cascade	  de	  signalisation.	  
Cependant,	   des	   travaux	   semblent	   indiquer	   que	   Mal	   pourrait	   induire	   un	   signal	  
indépendamment	   de	   Myd88,	   car	   il	   possède	   un	   domaine	   de	   recrutement	   de	   TRAF6	   (317,	  
318).	   La	   signalisation	   dépendante	   de	   Myd88	   entraîne	   le	   recrutement	   des	   kinases	   de	   la	  
famille	  IRAK	  et	  TRAF6.	  Le	  complexe	  TAK1/TAB1/TAB2/TAB3	  ainsi	  formé,	  active	  d’une	  part	  le	  
complexe	  IKK	  de	  la	  voie	  NF-­‐κB	  et	  d’autre	  part	  les	  MAP	  kinases	  p38,	  ERK1/2	  et	  JNK	  de	  la	  voie	  
AP-­‐1.	   Ces	  molécules	   de	   signalisation	   conduisent,	   au	   final,	   à	   l’expression	   de	   cytokines	   pro-­‐
inflammatoires	  (figure	  22).	  
	  
B. 3-b La signalisation dépendante de TRIF 
	  
	   La	   signalisation	   indépendante	   de	  Myd88	   encore	   appelé	   dépendante	   de	   TRIF,	   est	  
uniquement	   activer	   pour	   le	   TLR3	   endosomal	   et	   le	   TLR4	  membranaire.	   Cette	   dernière	   fait	  
intervenir	   l’adaptateur	   TRAM	  et	   le	   recrutement	   de	   TRIF.	   Récemment,	   il	   a	   été	  montré	   que	  
l’adaptateur	   TRAM	   est	   localisé	   dans	   les	   endosomes.	   Cette	   localisation	   dépend	   de	   sa	  
myristoylation	  et	  permet	  la	  liaison	  et	  l’activation	  de	  la	  voie	  TRIF	  (319).	  Cette	  myristoylation	  
est	  aussi	  dépendante	  de	  la	  phosphorylation	  de	  la	  Ser16	  de	  TRAM	  par	  la	  PKC-­‐ε	  (277).	  De	  plus,	  
il	  a	  été	  montré	  que	  le	  TLR4	  est	  endocyté	  de	  manière	  Syk,	  PLC-­‐γ2	  dépendante	  (320).	  En	  effet,	  
il	   a	  été	  montré	  que	   la	   seule	  expression	  du	  CD14	  était	   suffisante	  à	   induire	   l’endocytose	  du	  
TLR4.	  Cette	  signalisation	  mène	  alors	  à	  l’activation	  des	  facteurs	  de	  transcription	  IRF3	  et	  IRF7	  
nécessaires	   à	   l’induction	   des	   IFN	   de	   type	   I,	   permettant	   de	   prévenir	   et	   contrôler	   le	  
développement	   d’infections	   virales	   (figure	   22).	   De	   nombreux	   travaux	   indiquent	   aussi	  
l’implication	  des	  PKC-­‐ε,	  PKC-­‐δ,	  PKC-­‐ζ	  et	  PKC-­‐ι	  dans	   la	  régulation	  de	   la	  signalisation	  du	  TLR4	  
(277,	  279,	  280).	  Cependant,	  peu	  de	  travaux	  se	  sont	  penchés	  sur	  les	  rôles	  et	  les	  mécanismes	  








B.	  4	  Régulation	  de	  l’activation	  des	  TLR	  
	  
L’activité	   des	   TLR	   est	   hautement	   régulée.	   En	   effet,	   des	   signaux	   prolongés	   des	   TLR	  
pourraient	   entraîner	   une	   hyperactivation	   et/ou	   une	   immunosuppression	   dangereuse	   pour	  
l’organisme.	  Plusieurs	   systèmes	  de	   régulations	  négatifs	  des	  TLR	  ont	  été	   rapportés	   (321)	  et	  
sont	  classés	  en	  5	  catégories	  :	  1)	  les	  leurres	  solubles	  ;	  2)	  les	  régulateurs	  intracellulaires	  ;	  3)	  les	  
régulateurs	   transmembranaires	  ;	   4)	   les	   systèmes	   de	   régulation	   de	   l’expression	   des	   TLR	   et	  
enfin	   5)	   la	   régulation	   des	   effets	   des	   TLR	   par	   apoptose	   des	   cellules.	   Ces	   systèmes	   de	  
régulations	   vont	   cibler	   soit	   le	   TLR	   directement	   soit	   ses	   adaptateurs	   ou	   molécules	   de	  
signalisation.	  Par	  leurs	  mécanismes,	  ces	  systèmes	  préviennent	  ou	  inhibent	  la	  production	  de	  
cytokines	  et	  donc	  une	  activation	  délétère	  pour	  l’organisme.	  
	  
B. 4-a Les leurres solubles 
	  
	   On	   retrouve	   dans	   l’organisme	  de	   nombreux	  ARN	  messagers	   codants	   pour	   les	   TLR,	  
notamment	  les	  TLR2	  et	  TLR4.	  Ceci	  indique	  alors	  la	  présence	  de	  plusieurs	  isoformes	  circulants	  
des	  TLR4	  et	  TLR2.	  En	  effet,	  l’équipe	  de	  Iwami	  et	  al.	  a	  découvert	  chez	  la	  souris	  un	  isoforme	  de	  
TLR4	  dont	  86	  acides	  aminés	  sont	  identiques	  au	  domaine	  extracellulaire	  du	  TLR4	  et	  36	  acides	  
aminés	   présentent	   70%	   d’homologie	   avec	   le	   domaine	   N-­‐terminal	   de	   la	   PI3K	   (322).	   Cette	  
forme	  soluble	  du	  TLR4	  (sTLR4)	  inhibe	  l’activation	  de	  NF-­‐κB	  et	  la	  production	  de	  TNF-­‐α	  induite	  
par	   le	  LPS.	  Cependant,	  peu	  de	  travaux	  se	  sont	  penchés	  sur	   les	  mécanismes	  précis	  de	  cette	  
inhibition.	  Il	  semblerait	  que	  le	  sTLR4	  inhibe	  l’interaction	  du	  TLR4	  avec	  ses	  cofacteurs	  MD2	  et	  
CD14.	   Un	   second	   isoforme	   sTLR2	   est	   produit	   de	   façon	   continue	   par	   les	   monocytes	   et	  
interagit	   avec	   le	   ligand	   pour	   inhiber	   la	   production	   de	   TNF-­‐α	   et	   d’IL-­‐8	   par	   le	   TLR2	  
membranaire	   (323).	   Ces	   isoformes	   circulants	   représentent	   la	   première	   ligne	   de	   régulation	  





Figure	  23.	  Régulateurs	  solubles	  des	  TLR	  (321).	  Les	  formes	  solubles	  des	  TLR	  forment	  la	  première	  ligne	  
de	   régulation	   de	   la	   signalisation	   des	   TLR.	   a)	   Le	   TLR2	   soluble	   entre	   en	   compétition	   avec	   le	   TLR2	  
membranaire	  pour	  la	  fixation	  du	  ligand	  microbien.	  Cette	  compétition	  prévient	  la	  fixation	  du	  ligand	  au	  
TLR2	  membranaire	  et	  inhibe	  l’activation	  et	  la	  signalisation	  du	  TLR2.	  b)	  Les	  cofacteurs	  du	  TLR4,	  CD14	  et	  
MD2,	  sont	  nécessaire	  à	  la	  reconnaissance	  du	  LPS	  et	  la	  signalisation	  induite	  suite	  à	  cette	  dernière.	  Le	  
soluble	  TLR4	  peut	  interagir	  avec	  MD2,	  inhibe	  la	  formation	  du	  complexe	  TLR4-­‐MD2	  et	  la	  signalisation	  
induite	  par	  l’interaction	  TLR4-­‐LPS.	  
 
 
B. 4-b Les régulateurs transmembranaires 
	  
	   Des	   régulateurs	   transmembranaires	   ont	   aussi	   été	   découverts.	   C’est	   notamment	   le	  
cas	  de	  ST2L,	  SIGIRR	  et	  TRAILR	  (figure	  24).	  	  
*	  ST2L	  est	  un	  récepteur	  orphelin.	  C’est	  une	  protéine	  transmembranaire	  de	  type	  I	  exprimée	  
majoritairement	  dans	  les	  organes	  hématoïétiques	  et	  plus	  particulièrement	  dans	  les	  cellules	  
Th2.	  Par	  sa	  proline	  du	  domaine	  TIR,	  ST2L	  agit	  en	  interagissant	  et	  séquestrant	  MyD88	  et	  Mal.	  
C’est	  ainsi	  que	  ST2L	  inhibe	  l’activation	  des	  voies	  Myd88	  des	  TLR.	  
	  
*SIGIRR	   est	   une	   protéine	   membranaire	   constituée	   d’un	   domaine	   extracellulaire	   type	  
immunoglobuline	   et	   un	   domaine	   TIR	   cytoplasmique.	   Tout	   comme	   ST2L,	   SIGIRR	   est	   un	  




macrophages.	  SIGIRR	  peut	  interagir	  avec	  le	  TLR4	  et	  aussi	  IRAK	  et	  TRAF6	  inhibant	  ainsi	  leurs	  
activations.	  	  
	  
Figure	   24.	   Les	   régulateurs	   transmembranaires	   des	   TLR	   (321).	   La	   signalisation	   des	   TLR	   peut	   être	  
contrôlée	  par	  des	  régulateurs	  associés	  aux	  membranes	  plasmiques.	  ST2L	  interagit	  avec	  Myd88	  et	  Mal	  
et	  séquestre	  NF-­‐kB	  activé	  par	  la	  voie	  Myd88	  (TLR2,	  TLR4,	  TLR9).	  SIGIRR	  lie	  le	  TLR4	  et	  IRAK	  et	  met	  fin	  à	  
la	   cascade	   de	   signalisation	   en	   aval.	   ST2L	   et	   SIGIRR	   n’affecte	   pas	   la	   voie	   dépendante	   de	   TRIF.	   Au	  
contraire,	  TRAILR	   inhibe	   l’activation	  de	  NF-­‐kB	  en	  stabilisant/inhibant	   la	  dégradation	  de	   Iκ-­‐B.	  TRAILR	  
affecte	  à	  la	  fois	  les	  voies	  dépendantes	  de	  Myd88	  et/ou	  de	  TRIF.	  
	  
	  
B. 4-c Les régulateurs intracellulaires 
	  
	   Une	  fois	  les	  TLR	  activés,	  un	  autre	  mécanisme	  de	  régulation	  peut	  être	  mis	  en	  jeu	  par	  
l’organisme	   et	   cible	   cette	   fois	   ci,	   directement	   les	   molécules/adaptateurs	   des	   voies	   de	  
signalisations.	  Ces	  régulateurs	  sont	  :	  IRAK-­‐M,	  Tollip,	  MyD88s,	  A20,	  PI3K	  et	  SOCS1	  (figure	  25).	  
	  
*	   IRAK-­‐M	  inhibe	   les	  kinases	  de	   la	   famille	   IRAK.	  Plus	  particulièrement,	   il	   inhibe	   la	   formation	  
du	  complexe	  IRAK1-­‐TRAF6	  en	  inhibant	   la	  dissociation	  de	  IRAK1	  à	  IRAK4	  ou	  en	  stabilisant	   le	  
complexe	   TLR-­‐Myd88-­‐IRAK4.	   Au	   vue	   de	   sa	   localisation	   préférentielle	   chez	   les	   leukocytes,	  
l’action	  d’IRAKM	  reste	  limitée.	  Malgré	  que	  ce	  dernier	  n’apparaisse	  pas	  comme	  un	  régulateur	  
«	  universel	  »	  des	  TLR,	   4	   isoformes	  de	   IRAK2	  ont	  été	  découverts	   chez	   la	   souris.	   Ils	   inhibent	  






Figure	   25.	   Régulateurs	   intracellulaires	   des	   TLR	   (321).	   Les	   voies	   de	   signalisation	   des	   TLR	   sont	  
strictement	   régulées	   par	   des	   régulateurs	   endogènes.	   TRIAD3A	   favorise	   l'ubiquitination	   et	   la	  
dégradation	   de	   certains	   TLR,	   alors	   que	   Myd88s	   (forme	   courte	   de	   MyD88)	   est	   un	   antagoniste	   de	  
MyD88	  et	  antagonise	  donc	  les	  fonctions	  de	  Myd88.	  Les	  protéines	  inhibitrices	  comme	  SOCS1,	  IRAKM,	  
Tollip,	  IRAK2c	  et	  IRAK2d	  inhibe	  IRAK	  en	  ciblant	  différentes	  étapes	  dans	  les	  voies	  de	  signalisation	  des	  
TLR.	   La	  PI3K	   régule	  négativement	   les	   réponses	   TLR	  par	  un	  mécanisme	  encore	   inconnu.	   La	  protéine	  
A20,	  elle,	  déubiquitine	  TRAF6	  et	   inhibe	  à	   la	   fois	   la	  voie	  MyD88	  dépendante	  et	   indépendante.	  NOD2	  
pourrait	  inhiber	  la	  signalisation	  TLR2	  en	  inhibant	  le	  facteur	  de	  transcription	  NF-­‐κB.	  
	  
	  
*	  Tollip	  est	  également	  un	  régulateur	  négatif	  de	  l’activation	  des	  IRAK.	  En	  effet,	  Tollip	  interagit	  
avec	  IRAK1	  et	  inhibe	  son	  autophosphorylation.	  De	  façon	  intéressante,	  c’est	  IRAK1	  lui	  même	  
qui	  phosphoryle	  et	  active	  Tollip	  csx.	  Il	  semblerait	  que	  ce	  soit	  la	  phosphorylation	  de	  Tollip	  qui	  
facilite	   l’accès	   et	   l’ubiquitination	   de	   l’adaptateur	   IRAK1.	   L’action	   régulatrice	   de	   Tollip	  
passerait	  par	  la	  capacité	  de	  son	  domaine	  «	  C2	  like	  »,	  en	  N-­‐terminal	  à	  s’associer	  avec	  le	  PIP2	  
membranaire	  (figure	  25).	  Le	  mécanisme	  d’action	  précis	  reste	  encore	  méconnu.	  
	  
*	   MyD88s	   est	   une	   forme	   «	  courte	  »	   de	   Myd88	   endogènes.	   Elle	   est	   retrouvée	   de	   façon	  
ubiquitaire	   dans	   la	   rate	   et	   de	   façon	   moins	   prononcée	   dans	   le	   cerveau.	   Il	   apparait	   que	  
Myd88s	  soit	  aussi	  exprimé	  dans	  les	  lignées	  monocytaire	  suite	  à	  leurs	  stimulations	  par	  le	  LPS.	  
Myd88s	  tronqué	  ou	  soluble	  s’associe	  avec	  Myd88	  pour	  former	  un	  hétérodimère	  et	  rentre	  en	  
compétition	  avec	  l’activation	  des	  homodimères	  endogènes.	  Ainsi,	  Myd88s	  inhibe	  l’activation	  





*	  A20	  fut	  initialement	  décrit	  comme	  une	  «	  TNF	  induced	  zinc	  finger	  protein	  »	  responsable	  de	  
l’inhibition	   de	   l’activation	   de	   NF-­‐κB	   induite	   par	   le	   TNF.	   L’enzyme	   A20	   est	   une	   cystéine	  
protéase	  qui	  a	  pour	  but	  de	  désubiquitiniler	  TRAF6	  et	  d’	  inhiber	  l’activation	  de	  NF-­‐κB.	  A20	  est	  
le	  seul	  régulateur	  capable	  d’inhiber	  la	  voie	  dépendante	  de	  Myd88	  et	  de	  TRIF	  (figure	  25).	  
	  
*	  La	  PI3K	  est	  constitutivement	  exprimée	  par	  la	  plupart	  des	  cellules.	  Elle	  est	  constituée	  d’une	  
sous-­‐unité	   régulatrice	  p85	  et	  d’une	   sous-­‐unité	   catalytique	  p110.	  Des	  expériences	   réalisées	  
chez	   la	   souris	   ont	   permis	   de	   montrer	   que	   les	   souris	   déficientes	   pour	   la	   sous-­‐unité	   p85	  
présentaient	  une	  très	  forte	  activation	  de	  la	  signalisation	  TLR	  avec	  une	  réponse	  IL-­‐12	  et	  Th1	  
prédominante.	   Cette	   action	   de	   la	   PI3K	   ferait	   certainement	   intervenir	   une	   suppression	   des	  
voies	  p38,	  JNK,	  ERK	  et	  NF-­‐κB	  (figure	  25).	  
	  
*	   Les	   protéines	   SOCS1	   (Suppressor	   Of	   Cytokines	   Signaling	   1)	   et	   SOCS3	   font	   partie	   d’une	  
famille	   de	   8	  membres	   (CIS	   et	   SOCS1	   à	   SOCS7).	   Tous	   sont	   connus	   comme	   des	   régulateurs	  
majeurs	   des	   voies	   de	   signalisations	   induites	   par	   les	   cytokines.	   Les	   protéines	   SOCS	   sont	  
composées	  d’un	  domaine	  SH2	  et	  d’	  un	  domaine	  C-­‐terminal	  comprenant	  une	  «	  	  SOCS	  box	  »	  
de	  40	  acides	  aminés,	  nécessaire	  à	  leurs	  activités	  de	  dégradation	  via	  l’ubiquitinylation	  (figure	  
26a).	  La	  «	  SOCS	  box	  »	   interagit	  avec	   l’élongin	  B	  et	  C,	   la	  cullin	  5	  et	   la	  RING-­‐box	  2	  (RBX).	  Ces	  
derniers,	   recrutent	   la	   E3	  ubiquitine	   transférase.	  Ainsi,	   les	  protéines	   SOCS,	   tout	   comme	   les	  
protéines	  contenant	  une	  «	  SOCS	  box	  »,	  fonctionnent	  telles	  que	  des	  E3	  ubiquitine	  ligases	  en	  
s’associant	  avec	  les	  protéines	  cibles	  et	  en	  induisant	  leurs	  dégradations.	  C’est	  le	  domaine	  SH2	  
des	  SOCS	  qui	  permet	  de	  cibler	   les	  protéines	  à	  dégrader.	   Les	  SOCS1	  et	  SOCS3	  sont	   les	  plus	  
étudiées.	  Elles	  possèdent,	  en	  plus	  de	   la	  boite	  SOCS,	  un	  domaine	  N-­‐terminal	  contenant	  une	  
région	  inhibitrice	  KIR	  (Kinase	  Inhibtory	  Region).	  Cette	  action	  inhibitrice,	  passe	  par	  la	  capacité	  
des	   domaines	   KIR	   à	   interagir	   et	   à	   fonctionner	   comme	   un	   pseudosubstrat	   des	   kinases	   JAK	  
(figure	   26b).	   Ainsi,	   les	   protéines	   SOCS1	   et	   SOCS3,	   peuvent	   inhiber	   l’activité	   des	   tyrosines	  
kinase	   JAK	   et	   inhiber	   les	   phosphorylations	   du	   récepteur	   ou	  des	   STAT	   en	   aval.	   Le	   domaine	  
SH2	  de	   SOCS3	   contient	   aussi	   une	   région	  de	  35	   résidus	  non	   structurés	   contenant	   un	  motif	  
d’insertion	   PEST	   (Proline,	   Glutamate,	   Serine	   et	   Thréonine).	   Ce	   motif	   est	   nécessaire	   pour	  






Figure	  26.	  Structure	  et	  fonction	  des	  SOCS	  (324).	  a-­‐	  Structure	  de	  SOCS1.	  La	  «	  SOCS	  box	  »	  est	  conservée	  
dans	   toute	   les	   protéines	   contenant	   un	   domaine	   d’homologie	   SRC	   (SH2	   domaine).	   Elle	   recrute	   le	  
système	  ubiquitine	  transférase	  et	  interagit	  avec	  un	  complexe	  comprenant	  l’elongine	  B	  et	  C,	  la	  cullin-­‐5,	  
la	  RING	  box-­‐2	  (RBX2)	  et	  la	  ligase	  E2.	  Les	  SOCS	  fonctionnent	  telles	  que	  des	  E3	  ubiquitine	  ligases.	  Elles	  
dégradent	   les	   protéines	   cibles	   en	   s’associant	   avec.	   Elles	   peuvent	   aussi	   cibler	   les	   récepteurs	   aux	  
cytokines,	  les	  JAK	  kinases	  et	  les	  SOCS	  elles-­‐mêmes	  à	  la	  dégradation	  protéasomique.	  SOCS1	  et	  SOCS3	  
peuvent	   inhiber	   l’activité	   des	   JAK	   kinases	   par	   leurs	   domaines	   KIR.	  b-­‐	   Rôles	   des	   protéines	   SOCS1	   et	  
SOCS3.	  SOCS1	  peut	  directement,	  par	  le	  domaine	  KIR,	  interagir	  avec	  le	  domaine	  catalytique	  de	  la	  JAK	  
kinase.	  SOCS1	  interagit,	  avec	  une	  forte	  affinité,	  avec	  le	  récepteur	  aux	  IFN	  (IFNR)	  ou	  à	  l’IFN-­‐γ	  (IFNGR).	  
Par	   conséquent,	   SOCS1	   peut	   lier	   en	   premier	   lieu	   le	   récepteur	   aux	   IFN	   et	   dans	   un	   second	   temps	  
interagir	  et	   inhiber	   les	  JAK.	  Le	  domaine	  SH2	  de	  SOCS3	   lie	  principalement	   la	  Tyr57	  phosphorylée	  des	  
récepteurs	  liés	  à	  la	  gp130.	  Leptin	  R	  :	  Leptin	  Receptor.	  
	  
	   De	   nombreux	   travaux	   se	   sont	   intéressés	   à	   l’expression	   des	   protéines	   SOCS3	   et	  
SOCS1	   induite	   par	   les	   ligands	   des	   TLRs	   tels	   que	   le	   LPS	   ou	   l’ADN	  CpG.	   Cette	   expression	   de	  
SOCS1	   et	   SOCS3	   permet	   d’inhiber	   la	   signalisation	   des	   TLR	   activés	   et	   ainsi	   éviter	   les	   chocs	  
septiques.	  SOCS1	  et	  SOCS3	  peuvent	  agir	  à	  plusieurs	  niveaux	  (figure	  26).	  Notamment,	  SOCS1	  
peut	   inhiber	   la	   sous-­‐unité	  p65	  de	  NF-­‐κB	  en	   facilitant	   son	  ubiquitination	  et	   sa	  dégradation.	  
SOCS1	   se	   lie	   aussi	   à	   la	   protéine	   phosphorylée	   Mal/Tirap	   via	   son	   interaction	   avec	   la	   Btk	  
(Burton	  tyrosine	  kinase).	  Suite	  à	  cette	   interaction,	  SOCS1	  ubiquitine	  et	  dégrade	  Mal	  et	  par	  
conséquent	   inhibe	   la	  phosphorylation	  de	   la	  sous-­‐unité	  p65	  et	   l’activation	  de	  NF-­‐κB.	  SOCS1	  
peut	   aussi	   réguler	   la	   voie	   des	   MAP	   kinases	   JNK	   et	   p38	   en	   liant	   et	   inhibant	   la	   kinase	  
activatrice	   des	  MAP	   kinases	  :	   ASK1.	   L’activation	   de	   la	   voie	   TRIF	   elle,	   permet	   la	   production	  
d’IFN-­‐β	  qui,	  une	  fois	  sécrété,	  va	  à	  son	  tour	  activer	  le	  récepteur	  aux	  IFN	  et	  la	  voie	  JAK/STAT1.	  




SOCS1	  à	  inhiber	  la	  voie	  JAK2-­‐STAT5	  impliqué	  dans	  la	  sécrétion	  d’IL-­‐6	  par	  le	  LPS.	  SOCS3	  est	  un	  
régulateur	  important	  de	  l’activité	  de	  l’IL-­‐6	  et	  de	  l’IL-­‐10	  (figure	  27).	  	  
	  
Figure	  27.	  Inhibition	  des	  voies	  TLR,	  IFN	  et	  IL1-­‐R	  par	  les	  protéines	  SOCS1	  et	  SOCS3	  (324).	  L’	  activation	  
du	  TLR4	  par	  le	  LPS	  induit	  l’activation	  des	  adaptateurs	  Mal	  et	  Myd88	  (voie	  dépendante	  de	  Myd88)	  et	  
des	   adaptateurs	   TRAM	  et	   TRIF	   (voie	  dépendante	  de	   TRIF).	   Les	   signalisations	  NF-­‐κB	  et	  MAP	   kinases	  
sont	  activés	  par	  TRAF6	  (TNF	  receptor	  associated	  factor	  6)	  et	  TAK1	  (TGF-­‐β	  activated	  kinase	  1)	  suite	  à	  
l’activation	  de	  la	  voie	  Myd88.	  La	  voie	  IFN	  et	  notamment	  IRF3	  (IFN	  regulatory	  factor	  3)	  est	  activé	  par	  la	  
voie	  dépendante	  de	  TRIF.	  L’IFN-­‐β est	  induit	  par	  les	  voies	  TRIF-­‐IRF3	  et	  JAK-­‐STAT1.	  La	  voie	  JAK2-­‐STAT5	  
est	  aussi	  activé	  par	  le	  LPS.	  Elle	  est	  responsable	  de	  la	  production	  d’IL-­‐6.	  SOCS1	  inhibe	  la	  voie	  JAK-­‐STAT.	  
Elle	  interagit	  aussi	  avec	  l’adaptateur	  Mal	  phosphorylé	  et	  la	  sous-­‐unité	  p65	  de	  NF-­‐κB	  pour	  induire	  leurs	  
dégradations	  protéasomique.	  L’IL-­‐1	  active	  Myd88	  qui	  à	  son	  tour	  active	  TRAF6	  et	  TAK1.	  SOCS3	  inhibe	  
l’activation	   de	  NF-­‐κB	   en	   inhibant	   l’association	   TRAF6-­‐TAK1.	   b-­‐	   Inhibtion	   de	   la	   signalisation	   TLR	   par	  
SOCS3.	   SOCS3	   supprime	   l’activation	   de	   STAT3	   via	   la	   sous-­‐unité	   gp130	   du	   récepteur	   à	   l’IL-­‐6	   (IL-­‐6R).	  





Ces	  cytokines,	  IL-­‐6	  et	  IL-­‐10,	  et	  la	  prostaglandine	  E2	  augmente	  l’expression	  de	  SOCS3	  dans	  les	  
cellules.	   Elle	   inhibe	  aussi	   l’activation	  des	  TLR	  en	   inhibant	  TRAF6	  et	  TAK1,	  qui	   sont	   tout	   les	  
deux	  cruciaux	  pour	  l’activation	  du	  TLR	  et	  la	  réponse	  induite	  par	  l’IL-­‐1.	  Des	  travaux	  ont	  aussi	  
montré	  la	  capacité	  de	  SOCS2	  à	  inhiber	  la	  maturation	  des	  DC	  induite	  par	  le	  LPS.	  Cette	  action	  
passerait	  par	  la	  capacité	  de	  SOCS2	  à	  inhiber	  la	  signalisation	  dépendante	  et	  indépendante	  de	  
Myd88	  (325).	  
	  
B. 4-d La modulation de l’expression des TLR 
	  
	   Un	  important	  mécanisme	  de	  régulation	  par	  lequel	  la	  signalisation	  des	  TLR	  peut	  être	  
inhibée	  est	  la	  diminution	  de	  l’expression	  des	  TLR	  en	  surface,	  suivie	  de	  leurs	  dégradations.	  	  
*	  C’est	  notamment	  le	  cas	  des	  E3	  ligases	  appartenant	  à	  la	  famille	  des	  TRIAD3.	  Triad3A	  est	  le	  
composant	   majoritaire	   de	   cette	   famille.	   Elle	   agit	   en	   interagissant	   avec	   les	   domaines	  
cytoplasmiques	   des	   TLR9	   et	   TLR4	   mais	   pas	   du	   TLR2,	   afin	   de	   promouvoir	   leurs	  
internalisations,	  ubiquitinations	  et	  leurs	  dégradations	  (326).	  
	  
*	  La	  production	  de	  cytokines	  anti-­‐inflammatoires	  telles	  que	  l’IL-­‐10	  et	  le	  TGF-­‐β	  peuvent	  aussi	  
induire	   la	   diminution	   de	   l’expression	   des	   TLR.	   En	   effet,	   en	   plus	   d’inhiber	   la	   production	   de	  
cytokines	   inflammatoires,	   l’IL-­‐10	   tout	   comme	   le	   TGF-­‐β,	   inhibent	   l’expression	   des	   TLR.	   Le	  
TGF-­‐β	  peut	  aussi	  diminuer	  l’expression	  de	  Myd88	  suite	  à	  son	  ubiquitination.	  
 
B. 4-e La régulation des TLR par apoptose des cellules 
	  
	   Les	  TLR	  peuvent	  aussi	  agir	  comme	  des	  récepteurs	  de	  morts	  afin	  d’induire	  l’apoptose	  
des	   cellules	   présentant	   une	   réponse	   TLR	   dérégulée.	   En	   effet,	  Myd88	   possède	   un	   «	  death	  
domain	  »	   lui	  permettant	  d’activer	   les	  FADD	  et	   la	  caspase	  8	  responsables	  de	   l’apoptose	  des	  
cellules.	   Une	   apoptose	   Myd88	   indépendante	   des	   cellules	   peut	   aussi	   être	   observée.	  










C. Le détournement des TLR par les virus 
	  
Pour	  certains	  virus,	   l’interaction	  entre	   les	  glycoprotéines	  d’enveloppes	  et	   les	  TLR	  est	  
un	  moyen	  de	  détourner	  la	  réponse	  immunitaire	  au	  profit	  du	  virus.	  Ceci,	  dès	  le	  contact	  avec	  
la	   cellule	   et	   sans	   même	   l’expression	   des	   gènes	   viraux.	   On	   retrouve	   alors	   des	   virus	   qui	  
possèdent	   la	   capacité	   d’inhiber	   l’activation	   des	   TLR.	   D’autres	   données,	   montrent	   que	  
certains	  virus	  sont	  capables	  d’échapper	  au	  système	  immunitaire	  en	  agissant	  sur	   la	  mise	  en	  
place	  de	   la	   réponse	   innée	  par	  exemple	  en	   interférant	  directement	  avec	   les	  TLR	  ou	  encore	  
avec	  les	  voies	  de	  transductions	  activées	  par	  ces	  récepteurs.	  	  
En	   effet,	   il	   apparaît	   que	   de	   nombreux	   virus	   sont	   capables	   d’inhiber	   directement	   la	  
transduction	   du	   signal	   passant	   par	   les	   TLR,	   empêchant	   ainsi	   l’activation	   efficace	   de	   la	  
réponse	  antivirale	  (296).	  Par	  exemple,	  la	  protéine	  A46R	  du	  virus	  de	  la	  vaccine	  interfère	  avec	  
les	  voies	  de	  signalisation	  dépendante	  et	  indépendante	  de	  MyD88	  par	  son	  domaine	  TIR	  (327).	  
Elle	  participerait	  ainsi	  à	  la	  virulence	  du	  virus.	  Aussi,	  la	  protéine	  NS5A	  du	  virus	  de	  l’hépatite	  C	  
est	  coimmunoprécipitée	  avec	  la	  molécule	  adaptatrice	  MyD88.	  Elle	  inhibe	  la	  voie	  d’activation	  
dépendante	  de	  MyD88	  dans	  les	  macrophages	  de	  souris	  (328).	  La	  modulation	  de	  la	  réponse	  
immunitaire	  par	  NS5A	  pourrait	  en	  partie	  expliquer	   la	  chronicité	  de	   l’infection,	  caractérisée	  
par	  une	  faible	  réponse	  des	  cellules	  T	  CD4	  et	  CD8.	  	  
D’autres	   virus	   sont	   capables	   de	   détourner	   l’activation	   des	   TLR	   pour	   favoriser	   leur	  
entrée	  dans	  les	  cellules	  cibles	  ou	  favoriser	  leur	  persistance	  dans	  l’organisme.	  Effectivement,	  
les	  TLR	  peuvent	  être	  utilisés	  comme	  récepteurs	  ou	  comme	  inducteurs	  de	  récepteurs	  viraux	  
(283).	   Par	   exemple,	   l’interaction	   du	   virus	   de	   la	   rougeole	   avec	   le	   TLR2	   à	   la	   surface	   des	  
monocytes,	  induit	  l’expression	  de	  SLAM	  (CD150)	  qui	  est	  aussi	  son	  propre	  récepteur	  d’entrée	  
virale.	  Le	  cas	  du	  rétrovirus	  murin	  MMTV,	  est	  aussi	  intéressant	  dans	  la	  mesure	  où	  l’activation	  
du	  TLR4	  par	  ce	  virus	  conduit	  indirectement	  à	  la	  sécrétion	  d’IL-­‐10	  par	  les	  cellules	  B,	  diminuant	  
la	  réponse	  antivirale	  (283)	  et	  permettant	  sa	  persistance.	  
Enfin,	  de	  façon	  importante,	  de	  nombreux	  pathogènes	  détournent	  l’activation	  des	  TLR	  
pour	   échapper	   au	   système	   immunitaire	   ou	   se	   répliquer.	   D’autres	   données	   montrent	   que	  
certains	  virus	  sont	  capables	  d’échapper	  au	  système	  immunitaire	  en	  agissant	  sur	   la	  mise	  en	  
place	  de	   la	  réponse	   innée.	  Par	  exemple	  en	   interférant	  directement	  avec	   les	  TLR	  ou	  encore	  
avec	  les	  voies	  de	  transduction	  activées	  par	  ces	  récepteurs.	  En	  effet,	  plusieurs	  virus	  tels	  que	  
le	   MMTV	   par	   sa	   protéine	   Env	   (281),	   le	   RSV	   par	   sa	   protéine	   F	   (282),	   le	   virus	   VSV	   par	   sa	  




dont	  l’IL-­‐10	  et	   le	  TNF-­‐α	  par	  le	  TLR4.	  Le	  TNF-­‐α	  produit	  contribue	  à	  la	  réplication	  virale	  alors	  
qu’en	  parallèle,	  l’IL-­‐10	  affaiblit	  le	  système	  immunitaire	  et	  permet	  l’échappement	  du	  virus.	  
Au	   laboratoire	   et	   au	   cours	   de	   ma	   thèse	   nous	   nous	   sommes	   alors	   penché	   sur	  
l’implication	  des	  TLR	  dans	   l’infection	  par	   le	  VIH.	  Plus	  particulièrement,	  nous	  nous	   sommes	  
intéressés	  au	  rôle	  du	  TLR4	  comme	  récepteur	  de	  la	  protéine	  Tat	  dans	  l’induction	  de	  cytokines	  
(IL-­‐10,	  IL-­‐6,	  IL-­‐8,	  IFN-­‐γ	  et	  TNF-­‐α)	  par	  les	  monocytes	  primaires.	  
	  
	  
C. 1 Les TLR dans l’infection par le VIH 
C. 1-a Le polymorphisme des TLR associé à l’infection par le VIH 
	  
	   L'évolution	   de	   la	   maladie	   vers	   le	   stade	   SIDA	   est	   très	   variable	   en	   fonction	   des	  
individus.	  Selon	  la	  vitesse	  de	  progression	  de	  la	  maladie,	  on	  distingue	  trois	  types	  d’individus:	  
(i)	   les	   progresseurs	   lents	   (SP),	   chez	   qui	   le	   SIDA	   se	   développe	   entre	   3	   et	   10	   ans	   après	   la	  
séroconversion,	  (ii)	  les	  individus	  non	  progresseurs	  à	  long	  terme	  (LTNP)	  ou	  contrôleurs	  élite,	  
chez	   lesquels	   la	   virémie	   est	   faible	   voire	   indétectable	   pendant	   plus	   de	   10	   ans	   et	   où	   les	  
individus	  ne	  sont	  pas	  affectés,	  et	  enfin	  (iii)	  les	  progresseurs	  rapide	  (RP),	  chez	  qui	  le	  SIDA	  se	  
développe	   dans	   les	   2-­‐3	   ans	   après	   l'infection	   (329).	   Cette	   différence	   dans	   l’évolution	   de	   la	  
maladie,	  dépend	  d'une	  combinaison	  de	   facteurs	  viraux,	  humains	  et	  environnementaux.	  En	  
effet,	  de	  nombreux	  gènes	  de	  l'hôte	  ont	  été	  décrits	  comme	  pouvant	  influencer	  la	  progression	  
de	  la	  maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  Notamment,	  on	  retrouve	  de	  nombreux	  gènes	  polymorphes,	  
c'est-­‐à-­‐dire	   qui	   présentent	   une	   modification	   minime	   d'une	   (ou	   plus	   rarement	   plusieurs)	  
paires	  de	  bases	  par	   rapport	  à	   la	   séquence	  normale.	  Ces	  modifications	  géniques	   seraient	  à	  
l’origine	  de	  la	  majorité	  des	  maladies	  génétiques	  et	  de	  diverses	  susceptibilités	  aux	  infections.	  
De	  nombreux	  travaux	  ont	  décrits	  trois	  catégories	  de	  gènes	  dont	  le	  polymorphisme	  est	  lié	  à	  la	  
sensibilité	  au	  développement	  de	  la	  maladie	  suite	  à	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  On	  retrouve	  (i)	  des	  
gènes	   codant	   pour	   les	   récepteurs	   de	   surface	   cellulaire	   ou	   des	   ligands	   de	   ces	   protéines	  
(CCR5-­‐Rantes,	  CCR2-­‐SDF1),	  (ii)	  les	  gènes	  du	  CMH	  (HLA-­‐B27,	  HLA-­‐B57,	  HLA-­‐Bw4	  ,	  HLA-­‐B35)	  et	  
(iii)	  les	  gènes	  des	  cytokines	  (IL-­‐10,	  TNF-­‐α)	  et	  des	  récepteurs	  liés	  à	  l’activation	  ou	  la	  régulation	  
des	  réponses	  immunes	  (KIR,	  MBL,	  TLR).	  
	  Les	  TLR	   jouent	  un	  rôle	  clef	  dans	   l'immunité	   innée.	  De	   façon	  générale,	  des	   travaux	  se	  sont	  
penchés,	  chez	  l’homme,	  sur	  la	  conséquence	  des	  SNP	  de	  chaque	  TLR	  sur	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  
Les	  travaux	  majeurs	  sur	  le	  rôle	  des	  SNP	  des	  TLR2,	  3,	  4,	  7,	  8,	  9	  sur	  la	  virémie,	  la	  production	  de	  




de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA	  sont	  résumés	  dans	  le	  tableau	  ci-­‐dessous	  (tableau	  4).	  	  
Tableau	  4.	  Les	  polymorphismes	  des	  TLR	  dans	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  
	  
	  
	   Bien	  que	  le	  VIH	  puisse	  activer	  les	  TLR3,	  TLR7,	  TLR8,	  les	  SNP	  sur	  chacun	  de	  ces	  TLR	  ne	  
présentent	   pas	   les	  mêmes	   conséquences	   sur	   l’infection	   par	   le	   VIH	   et	   la	   progression	   de	   la	  
maladie	   (tableau	   4).	   Alors	   que	   les	   SNP	   des	   TLR2	   et	   TLR3	   ne	   semblent	   pas	   avoir	   de	  
conséquences	   sur	   la	   virémie	  et	   l’infection	  au	  VIH,	   les	   individus	  présentant	  des	  SNP	   sur	   les	  
TLR8	   et	   TLR9	   semblent	   être	   protégés	   et/ou	   progressent	   moins	   rapidement	   vers	   la	   phase	  
SIDA.	  En	  effet,	   la	  mutation	  Ala1Gly	  touchant	  le	  peptide	  signal	  du	  TLR8	  a	  pour	  conséquence	  
de	   diminuer	   la	   production	   d’IL-­‐10	  NF-­‐κB	   dépendante,	   d’augmenter	   la	   synthèse	   de	   TNF-­‐α,	  




contre	   l’infection	   par	   le	   VIH.	   Les	   études	   réalisées	   sur	   les	   SNP	   du	   TLR9	   semblent	   assez	  
controversés.	   En	   effet,	   les	   cohortes	   présentant	   un	   SNP	   1635A/G	   ou	   G/G	   progressent	  
beaucoup	  moins	   rapidement	   vers	   le	   stade	   SIDA.	   Ces	   données	   ont	   été	   obtenues	   chez	   des	  
cohortes	   généralement	   sans	   traitement	   antirétrovirale.	   Au	   contraire,	   les	   individus	   sous	  
traitements	   antirétrovirales,	   HAART,	   présentant	   un	   polymorphisme	   1635A/A,	   1635A/G	   et	  
1174	  G/A	  progressent	  beaucoup	  plus	  rapidement	  vers	  la	  phase	  SIDA	  (330).	  C’est	  aussi	  le	  cas	  
des	   individus	   ayant	   un	   polymorphisme	   Gln11-­‐Leu	   sur	   le	   TLR7.	   De	   façon	   intéressante,	   des	  
mutations	  dans	  le	  gène	  codant	  la	  partie	  «	  Leucine	  Rich	  Repeats	  »	  du	  TLR4	  ont	  été	  associées	  
à	   une	   susceptibilité	   beaucoup	   plus	   accrue	   à	   l’infection	   par	   le	   VIH	   et	   à	   l’évolution	   de	   la	  
maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  En	  effet,	  les	  mutations	  Asp299Gly	  et	  Thr399Ile	  sont	  associées	  à	  
une	   forte	   virémie,	   une	   progression	   beaucoup	   plus	   rapide	   de	   la	   phase	   SIDA	   et	   une	  
augmentation	  de	  la	  susceptibilité	  aux	  tuberculoses.	  	  
	   Toutes	  ces	  données	   tendent	  ainsi	  à	  suggérer	  une	   implication	   forte	  des	  TLR	  dans	   la	  
susceptibilité	   à	   l’infection	   par	   le	   VIH	   et	   surtout	   un	   rôle	   primordial	   dans	   l’évolution	   de	   la	  
maladie	  vers	  le	  stade	  SIDA.	  
	  
C. 1-b La reconnaissance du VIH par les TLR 
	  
	   Etant	  donnée	  le	  rôle	  des	  TLR	  dans	  la	  reconnaissance	  des	  pathogènes	  et	  des	  génomes	  
viraux,	   de	   nombreuses	   études	   se	   sont	   penchés	   sur	   la	   capacité	   des	   TLR	   intracellulaires	   à	  
reconnaitre	   le	   VIH-­‐1.	   En	   2010,	   une	   étude	   de	  microarray	   réalisée	   par	   l’équipe	   de	   Clerici	   a	  
montré	   clairement	   le	   rôle	   des	   TLR	   dans	   l’immunité	   anti-­‐VIH	   (285).	   Dans	   cette	   étude,	   les	  
auteurs	   révèlent	   qu’une	   cohorte	   composée	   d’individus	   italiens	   exposés	   séronégatifs	   (ESN)	  
présentent	  une	  plus	  forte	  activation	  des	  PBMC	  en	  réponse	  aux	  ligands	  TLR3,	  TLR4	  et	  TLR7/8.	  
Ces	  individus	  présentent	  aussi	  une	  augmentation	  de	  l’expression	  des	  adaptateurs	  des	  TLR	  et	  
des	  cytokines	  et	  une	  diminution	  de	  l’expression	  des	  régulateurs	  négatifs	  des	  voies	  TLR	  (331).	  
Cette	   étude	   émet	   alors	   l’hypothèse	   que	   les	   ESN	  ne	   sont	   pas	   infectés	   par	   le	   VIH-­‐1	   et	   sont	  
protégés	   de	   l’infection	   comparativement	   aux	   individus	   contrôles	   de	   part	   leurs	   capacités	   à	  
répondre	  extrêmement	  bien	  à	   l’infection	  par	   la	   forte	  activation	  des	  TLR3,	  TLR4	  et	  TLR7	  et	  
TLR8.	   Ainsi	   plusieurs	   études	   ont	   montré	   et	   confirmé	   la	   capacité	   des	   TLR3,	   TLR7/9	   à	  
reconnaitre	   le	   VIH	   et	   induire	   une	   réponse	   immune.	   En	   effet,	   l’équipe	   de	   Meier	   a	   ainsi	  
montré	   la	   capacité	   des	   d’ARN	   simples	   brins	   du	   VIH	   riches	   en	   uridines	   contenus	   dans	   les	  
séquences	   Gag,	   Pol,	   Vif,	   Vpr,	   gp160	   à	   être	   reconnus	   par	   les	  monocytes	   et	   les	   pDC.	   Cette	  
équipe	   a	   montré	   que	   l’ARN40	   simple	   brin	   du	   VIH	   peut	   être	   reconnu	   par	   le	   TLR7	   des	  




de	  Meier	  et	   celle	  de	  Alter	  ont	  démontré	  que	   l’activation	  de	  ces	  CPA	  par	   la	   liaison	  ARN	  du	  
VIH-­‐TLR7	  active	  une	  immunité	  anti-­‐VIH	  in	  vitro.	  Notamment,	  ces	  études	  révèlent	  la	  capacité	  
des	  CPA	  activées	  par	  l’ARN40	  du	  VIH	  à	  activer	  les	  NK	  et	  les	  CD8	  et	  ainsi	  inhiber	  la	  réplication	  
du	   virus	   dans	   les	   cellules	   infectées.	   De	   manière	   similaire,	   d’autres	   études	   ont	   montré	   la	  
capacité	  du	  TLR3	  des	  DC	  myéloïdes	  à	  reconnaitre	  l’	  ARN	  double	  brin	  produit	  au	  cours	  de	  la	  
réplication	  du	  VIH	  (54,	  55,	  57,	  332,	  333).	  Cette	  activation	  des	  mDC	  par	  l’ARN	  bicaténaire	  du	  
VIH	  conduit	  à	  l’activation	  et	  la	  maturation	  des	  DC	  qui	  a	  pour	  conséquence	  l’activation	  des	  T	  
CD8.	   Ces	   T	   CD8	   activés	   peuvent	   alors,	   in	   vitro,	   détruire	   les	   cellules	   infectées	   par	   leurs	  
activités	  cytotoxiques.	  
Ces	   études	   ont	   été	   réalisées	   in	   vitro,	   or	   on	   sait	   que	   le	   VIH,	   in	   vivo,	   échappe	   au	   système	  
immunitaire,	   persiste	   dans	   l’organisme	   et	   conduit	   à	   la	   progression	   de	   la	   maladie	   vers	   le	  
stade	   SIDA.	   On	   peut	   alors	   se	   demander	   comment	   le	   VIH,	   bien	   que	   reconnu	   par	   les	   TLR,	  
échappe	   au	   système	   immunitaire	  ?	   Une	   étude	   récente,	   in	   vivo,	   a	   montré	   chez	   la	   souris	  
qu’une	   stimulation	   chronique	   du	   TLR7	  murin	   par	   l’ARN40	  du	  VIH	   conduit	   à	   un	   phénotype	  
type	  «	  SIDA	  Like	  ».	  En	  effet,	   il	  apparait	  chez	  ces	  souris	  chroniquement	  stimulées,	  une	  forte	  
production	   d’IFN-­‐γ	   et	   d’	   IL-­‐10	   associée	   à	   une	   anergie	   des	   LT,	   une	   lymphopénie	   et	   une	  
diminution	  de	  la	  taille	  des	  ganglions	  similaires	  à	  ceux	  retrouvés	  chez	  les	  patients	  infectés	  par	  
le	  VIH	  en	  phase	  SIDA	  (334,	  335).	  L’engagement	  répété	  des	  TLR	  au	  niveau	  des	  lymphocytes	  T	  
serait	  donc	  responsable	  de	  l’immunosuppression.	  On	  peut	  alors	  penser	  qu’in	  vitro	  et/ou	  au	  
stade	  précoce	  de	  la	  primo-­‐infection,	  le	  VIH	  est	  reconnu	  par	  les	  TLR3,	  TLR7/9	  des	  CPA	  et	  une	  
immunité	  anti-­‐VIH	  est	  mise	  en	  place.	  Cependant,	  la	  stimulation	  chronique	  de	  ces	  TLR	  par	  le	  
VIH	  peut	  contribuer	  à	  la	  perturbation	  de	  l’homéostasie	  des	  réponses	  immunes.	  A	  la	  lumière	  
de	  ces	  connaissances,	  on	  peut	  penser	  que	  la	  stimulation	  chronique	  du	  système	  immunitaire	  
par	  les	  TLR3,	  TLR7/9	  contribue	  à	  l’affaiblissement	  et	  la	  dérégulation	  du	  système	  immunitaire	  
qui	  conduit	  à	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  Cette	  activation	  chronique	  serait	  
alors	   un	  mécanisme	   supplémentaire	   mis	   en	   place	   par	   le	   VIH	   afin	   d’échapper	   au	   système	  
immunitaire	  et	  persister	  dans	  l’organisme.	  
 
C. 1-c Le détournement des TLR au profit du VIH 
	  
	   Bien	   que	   le	   VIH-­‐1	   puisse	   activer	   les	   TLR3,	   7	   et	   8,	   de	   nombreuses	   études	  menées	  
jusqu’à	   maintenant	   se	   sont	   intéressées	   au	   niveau	   d’expression	   des	   TLR	   au	   cours	   de	  
l’infection	  mais	  aussi	  à	  l’impact	  de	  la	  stimulation	  des	  TLR	  sur	  l’infection	  et	  notamment	  sur	  la	  
réplication	   du	   VIH	   (tableau	   5).	   Ainsi,	   il	   a	   clairement	   été	   établi	   dans	   de	   nombreux	   types	  




de	   l’infection	   par	   le	   VIH.	   Ces	   expressions	   sont	   d’autant	   plus	   importantes	   que	   corrélées	  
positivement	  avec	  une	  augmentation	  de	  la	  réplication	  du	  VIH	  et	  de	  la	  virémie.	  En	  effet,	  il	  a	  
été	   démontré	   la	   capacité	   du	   VIH,	   indirectement	   par	   les	   cytokines	   et	   les	   co-­‐infections	   ou	  
directement	   par	   le	   virus	   lui	  même,	   à	   activer	   les	   TLR	   et	   par	   la	  même	   réactiver	   le	   réservoir	  
latent,	  la	  réplication	  virale	  et	  favoriser	  la	  dissémination	  du	  VIH	  (tableau	  5).	  	  
	  
Tableau	  5.	  Expression	  des	  TLR	  au	  cours	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH.	  
	  
	  
- Détournement indirect des TLR par le VIH : implication des co-
infections et des cytokines 
	  
	   L’activation	   indirecte	   des	   TLR	   par	   les	   produits	   microbiens,	   transloqués	   au	   niveau	  
systémique	  au	  cours	  de	  l’infection	  ou	  par	  les	  pathogènes	  présents	  lors	  de	  co-­‐infections	  avec	  
le	   VIH,	   sont	   responsables	   de	   la	   réactivation,	   la	   réplication	   et	   la	   dissémination	   du	   VIH.	   En	  
effet,	  les	  TLR	  activés	  de	  cette	  manière	  activent	  les	  facteurs	  de	  transcriptions	  tels	  que	  NF-­‐AT,	  
NF-­‐κB,	   CREB,	   Sp-­‐1	   et	   la	   sécrétion	   de	   TNF-­‐α	   responsable	   de	   l’	   activation	   chronique	   du	  
système	  immunitaire	  mais	  aussi	  de	  la	  réactivation/réplication	  et	  dissémination	  du	  VIH.	  	  
Les	   TLR	   les	   plus	   étudiés	   chez	   les	   T	   CD4	   sont	   les	   TLR2,	   TLR4,	   TLR5,	   TLR7	   et	   TLR8.	   Malgré	  
l’expression	   du	   TLR4,	   aucune	   équipe	   n’est	   parvenue	   jusqu’à	   présent	   à	   détecter	   des	   effets	  




certaines	   molécules	   accessoires	   comme	   le	   CD14.	   Toutes	   les	   études	   ont	   démontré	   que	   la	  
stimulation	  des	  TLR2,	  TLR5,	  TLR7	  et	  TLR8	  mènent	  à	  l’activation	  et	  la	  maturation	  des	  cellules.	  
En	  effet,	  dans	  le	  cas	  d’une	  stimulation	  via	  les	  TLR2	  et	  TLR5,	  il	  a	  été	  remarqué	  que	  les	  T	  CD4	  
sécrètent	   de	   l’IFN-­‐γ,	   de	   l’IL-­‐2	   et	   de	   l’IL-­‐8	   qui	   permet	   de	   recruter	   et	   d’activer	   les	   cellules	  
mais	  aussi	  la	  prolifération	  des	  T	  CD4	  et	  ainsi	  participer	  à	  la	  dissémination	  et	  à	  la	  réactivation	  
du	  virus	  latent.	  Les	  études	  menées	  sur	  les	  différentes	  sous-­‐populations	  de	  T	  CD4	  ont	  permis	  
de	  constater	  que	  les	  effets	  de	  la	  stimulation	  des	  TLR	  sont	  toujours	  plus	  prononcés	  chez	  les	  
cellules	  mémoires	  CD45RO,	  que	  chez	  les	  cellules	  naïves	  CD45RA	  .	  De	  plus,	  les	  études	  basées	  
sur	  la	  stimulation	  des	  TLR7	  et	  TLR8	  ont	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  que	  cette	  stimulation	  
permet	  de	  réactiver	  le	  VIH	  latent	  au	  sein	  de	  lignées	  cellulaires.	  Enfin,	  une	  étude	  plus	  récente	  
menée	  à	  la	  fois	  sur	  des	  T	  CD4	  et	  des	  T	  CD8	  a	  permis	  de	  mettre	  en	  évidence	  que	  les	  T	  CD8	  et	  
T	  CD4	  étaient	  aussi	  activés	  par	   les	  TLR2,	  TLR3,	  TLR4,	  TLR5,	  TLR7,	  TLR8	  et	  TLR9.	  Suite	  à	  ces	  
stimulations,	   les	   T	   CD4	   entrent	   plus	   rapidement	   en	   apoptose,	   ce	   qui	   favorise	   la	  
dissémination	   du	   VIH	   au	   travers	   l’organisme.	   Cette	   étude	   met	   en	   avant	   le	   fait	   que	   les	  
produits	   bactériens	   présents	   dans	   la	   circulation	   sanguine,	   suite	   à	   la	   translocation	  
microbienne	   ou	   suite	   à	   des	   co-­‐infections,	   contribuent	   à	   l’hyperactivation	   et	   la	   mort	   des	  
cellules	  T	  et	  donc	  à	  l’évolution	  de	  la	  maladie.	  
	  
- Détournement des TLR directement par les protéines virales  
	  
	   En	  plus	  de	  la	  réactivation	  du	  virus	  de	  façon	  indirecte	  par	  les	  cytokines	  et/ou	  les	  co-­‐
infections,	   le	   VIH-­‐1	   peut	   aussi	   détourner	   les	   TLR	   directement	   pour	   faciliter	   sa	   réplication	  
(figure	  28).	  	  En	  effet,	   il	  a	  été	  montré	  que	   le	  VIH	  requiert	   la	  signalisation	  du	  TLR8	  et	  de	  DC-­‐
SIGN	  afin	  de	   se	   répliquer	  dans	   les	  DC	   (38).	   Plus	  précisément,	   le	  VIH-­‐1	  active	   le	   facteur	  de	  
transcription	  NF-­‐κB	  par	   le	  biais	  du	  TLR8	  ce	  qui	  permet	  d’initier	   la	  transcription	  du	  provirus	  
intégré,	  par	  l'ARN	  pol	  II.	  Toutefois,	  la	  signalisation	  DC-­‐SIGN	  est	  nécessaire	  pour	  l’élongation	  
tardive	   de	   la	   transcription.	   Effectivement,	   cette	   étude	   montre	   que	   c’est	   la	   liaison	   de	   la	  
glycoprotéine	  d'enveloppe	  gp120	  du	  VIH-­‐1	  à	  DC-­‐SIGN	  qui	  active	  la	  kinase	  Raf-­‐1-­‐responsable	  
de	  la	  phosphorylation	  de	  la	  Ser276	  de	  la	  sous-­‐unité	  p65	  de	  NF-­‐κB.	  Cette	  phosphorylation	  est	  
essentielle	   car	   elle	   permet	   de	   recruter	   le	   facteur	   P-­‐TEFb	   nécessaire	   à	   l’élongation	   de	   la	  
transcription.	   Cette	   élongation	   de	   la	   transcription	   étant	   dépendante	   de	   P-­‐TEFb	   et	   de	   la	  
phosphorylation	   de	   l’ARNpol	   II,	   ces	   2	   interactions	   ARN-­‐TLR8/	   gp120-­‐DC-­‐SIGN	   sont	  





Figure	  28.	  Infection	  productive	  des	  DC	  suite	  aux	  signaux	  induits	  par	  l’interaction	  du	  VIH	  avec	  le	  TLR8	  
et	   le	   récepteur	   aux	   lectines,	   DC-­‐SIGN	   (38).	   Le	   VIH-­‐1	   est	   capable	   d'infecter	   directement	   les	   DC	   (à	  
gauche)	  après	   l’entrée	  du	  virus	  par	   fusion	  des	  membranes	  cellulaires	  et	  virales.	   Les	  virions	  peuvent	  
s'attacher	   à	   la	   surface	   des	  DC	   via	   DC-­‐SIGN.	   Ce	   processus	   conduit	   à	   l’endocytose	   du	  VIH-­‐1	   dans	   les	  
endosomes	   (au	   centre).	   Cet	   événement	   est	   suivi	   d'une	   dégradation	   rapide	   (dans	   les	   24	   h)	   de	   la	  
majorité	  des	  virus	  entrants.	  L’ARN	  simple	  brin	  du	  VIH	  est	  alors	  libéré	  dans	  les	  endosomes	  et	  s'associe	  
avec	  le	  TLR8	  résidant.	  L’association	  TLR8-­‐ARNsb	  aboutit	  à	  l'activation	  du	  facteur	  de	  transcription	  NF-­‐
kB,	   essentielle	   à	   l'initiation	   de	   la	   transcription.	   Cependant,	   ce	   processus	   n’est	   pas	   suffisant	   à	  
l’élongation	  de	  la	  transcription.	  En	  parallèle,	  l’interaction	  gp120-­‐DC-­‐SIGN	  induit	  l’activation	  de	  Raf-­‐1-­‐
qui	  phosphoryle	  la	  sous-­‐unité	  p65	  de	  NF-­‐kB,	  permettant	  l’élongation	  de	  la	  transcription.	  Ces	  2	  voies	  
activées	  promeut	  la	  transcription	  et	  la	  production	  de	  transcrits	  viraux	  complets	  de	  l'ADN	  proviral.	  
	  
	  
	   Ainsi,	  avec	  cette	  introduction	  il	  apparaît	  que	  le	  VIH,	  tout	  comme	  d’autres	  virus,	  a	  mis	  
en	   place	   de	   nombreuses	   stratégies	   lui	   permettant	   à	   la	   fois	   de	   détourner	   l’activation	   du	  
système	  immunitaire	  à	  son	  profit,	  d’	   inhiber	  sa	  reconnaissance	  par	   le	  système	  immunitaire	  
et	  d’échapper	  à	   la	  surveillance	  et	  à	   l’élimination	  par	   l’organisme.	  Ainsi,	   la	  plupart	  des	  virus	  
sont	  reconnus	  par	  les	  PRR	  mais	  ont	  développé	  la	  capacité	  de	  détourner	  l’activation	  des	  PRR,	  
les	   TLR	   en	   particulier,	   à	   leurs	   profits.	   Comme	   nous	   avons	   pu	   le	   constater	   dans	   cette	  
introduction,	  les	  virus	  utilisent	  les	  cytokines	  afin	  de	  se	  répliquer,	  de	  se	  disséminer	  et	  surtout	  
afin	   de	   persister	   dans	   l’organisme.	   Ces	   cytokines,	   normalement	   produites	   suite	   à	   la	  
reconnaissance	  des	  virus	  par	  les	  TLR	  afin	  d’activer	  le	  système	  immunitaire,	  sont	  dérégulées	  
par	  les	  virus	  afin	  de	  favoriser	  l’infection	  et	  la	  pathogénèse	  des	  virus.	  	  
Etant	  donnée	  le	  rôle	  crucial	  des	  TLR	  dans	  l’évolution	  de	  l’infection	  par	  le	  VIH	  et	  le	  rôle	  clef	  de	  
la	   protéine	   Tat	   dans	   la	   production	  d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α,	   nous	   avons	   émis	   l’hypothèse	  d’un	  
nouveau	   système	   d’échappement	   du	   VIH-­‐1.	   En	   effet,	   nous	   avons	   étudié	   l’hypothèse	   du	  




production	   d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α.	   Ainsi,	   dans	   un	   premier	   article,	   nous	   avons	   étudié	   cette	  
hypothèse	   à	   l’aide	   de	   plusieurs	   tests	   complémentaires.	   Plus	   précisément,	   nous	   avons	  
montré	   que	   Tat	   par	   une	   interaction	   directe	   et	   forte	   avec	   le	   TLR4-­‐MD2	   et	   le	  MD2	   sur	   les	  
monocytes,	   active	   la	   sécrétion	   d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α.	   De	   façon	   intéressante,	   nous	   avons	  
remarqué	  que	  la	  production	  de	  ces	  cytokines	  nécessite	  la	  présence	  du	  CD14	  et	  du	  MD2.	  De	  
manière	   similaire,	   nous	   avons	   aussi	   montré	   que	   Tat	   dérégule	   la	   production	   d’autres	  
cytokines,	  importantes	  dans	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA,	  par	  son	  interaction	  
avec	  le	  TLR4-­‐MD2	  telles	  que	  l’IL-­‐6,	  l’IL-­‐8	  et	  l’IFN-­‐γ. Ces	  résultats	  confirment	  le	  rôle	  primordial	  
de	  la	  protéine	  Tat	  dans	  la	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokines.	  
Après	  avoir	  montré	  que	  Tat	  active	  et	  détourne	  le	  complexe	  TLR4-­‐CD14-­‐MD2	  pour	  produire	  
l’IL-­‐10	  et	  le	  TNF-­‐α,	  nous	  nous	  sommes	  intéressés	  à	  la	  transduction	  des	  signaux	  induits	  suite	  à	  
cette	  interaction.	  Ainsi,	  nous	  avons	  pu	  montré	  que	  Tat	  active	  les	  signalisations	  dépendantes	  
de	  Myd88	  et	  de	  TRIF	  du	  TLR4,	  afin	  d’activer	  les	  voies	  MAPkinases,	  NF-­‐kB	  et	  PKC	  responsables	  
de	   la	   production	   de	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   (IL-­‐6,	   IL-­‐8,	   IFN-­‐γ	   et	   TNF-­‐α)	   et	  
immunosuppressives	   (IL-­‐10).	   Par	   ces	   cytokines,	   Tat,	   très	   précocement	   au	   cours	   de	  
l’infection,	   participerait	   activement	   à	   l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   et	   à	   son	  
affaiblissement.	   Ainsi,	   le	   détournement	   du	   TLR4	   par	   Tat	   dans	   la	   production	   de	   cytokines	  
pourrait	   être	   à	   l’origine	   des	   désordres	   immunitaire	   et	   nerveux	   observés	   tout	   au	   long	   de	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 La protéine Tat joue un rôle crucial dans la dérégulation du réseau de cytokines au 
cours de l’infection par le VIH-1. Au laboratoire il a été montré que Tat agit à la membrane 
des monocytes pour induire la production d’IL-10 et de TNF-α, des cytokines essentielles à 
l’évolution de la maladie vers la phase SIDA et le développement de la démence.  
 Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en place par la protéine 
Tat du VIH-1 pour déréguler le réseau de cytokines, nous avons évalué l’implication du TLR4 
comme récepteur de la protéine Tat sur les monocytes/macrophages. Dans cette étude, nous 
avons montré que Tat, par son domaine 1-45, interagit avec une forte affinité (K0.5 entre 
4.10-9 et 10-9 M) avec le complexe TLR4-MD2 et la protéine MD2, mais pas avec la protéine 
CD14. Cette interaction est nécessaire à la production d’IL-10 et de TNF-α. En effet, 
l’utilisation d’anticorps bloquants le TLR4 ou de macrophages murins KO pour le TLR4 
inhibe totalement la synthèse de cytokines induite par Tat. De façon similaire, nous avons 
aussi montré l’implication des cofacteurs du TLR4, CD14 et MD2, dans la synthèse de 
cytokines induite par Tat. Enfin, nos résultats montrent que Tat, suite à son interaction et 
l’activation du TLR4-MD2, régule négativement l’expression du TLR4 mais aussi induit 
l’expression de SOCS1 et SOCS3, deux régulateurs négatifs des voies de signalisations. 
 L’ensemble de ces résultats indiquent pour la première fois le détournement du TLR4 
par la protéine Tat du VIH-1 pour l’induction de l’IL-10 et du TNF-α, deux cytokines 
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Abstract 
 Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection results in hyper-immune 
activation and immunological disorders as early as the asymptomatic stage. Defining the viral 
factors involved in this abnormal immune activation and immune dysregulation is crucial to 
understanding the immunophysiopathology of HIV-1 infection and AIDS progression. We 
hypothesized that during early HIV-1 infection, HIV-1 Tat protein, secreted by infected cells, 
acts on monocytes/macrophages to induce IL-10 and TNF-α production and participates in 
this immune system dysregulation. 
 In this work, we showed that N-Terminal domain 1-45 of Tat is necessary for the 
production of both proinflammatory (TNF-α) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines. In 
addition, our data demonstrated that i) Tat protein induces the production of both TNF-α and 
IL-10 by acting at the monocyte/macrophage membrane level, ii) Tat protein interacts 
specifically with TLR4-MD2 and MD2 with high affinity at nM level (K0.5 between 4.10-9 
to 10-9 M) but not with CD14, iii) cytokines production induced by Tat was abrogated 
following blockade anti-TLR4 mAb, iv) stimulation of monocytes/macrophages by Tat 
protein results in down-regulation of TLR4 and in up-regulation of SOCS1 and SOCS3 
proteins, v) incubation of macrophages from either TLR4 KO, MD2 KO or CD14 KO mice 
failed to produce TNF-α and IL-10 by monocytes/macrophages. 
 Collectively, our results suggest for the first time that, during primo-infection, HIV-1 
Tat, by its N-terminal domain, interacts with TLR4-MD2 on monocytes/macrophages. This 
interaction promotes proinflammatory cytokines (e.g. TNF-α) and immunosuppressive factors 




infection by HIV-1 and AIDS progression. This study may contribute to understand the 
mechanisms put in place by HIV to induce immunosuppression but also to identify new 





 Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) infection is characterized by multiple 
and complex types of interactions between the virus and the host. Starting from the acute 
phase, HIV-1 infection leads to a peak of virus replication, followed by a severe and rapid 
depletion of CD4 T-cells in lymphoid tissues, especially in the gastrointestinal tract (1-4). A 
dramatic depletion of mucosal CD4 T-cells has been demonstrated in SIV macaque model and 
then confirmed in HIV-1 infected human patients (1, 3, 4). In consequence, bacterial products 
translocate from the intestinal lumen into the plasma (5, 6). 
 HIV-1 infects numerous cells of the immune system, essentially CD4 T-cells, 
monocytes/macrophages and, to a lesser extent, dendritic cells (7, 8). These cells are known to 
play key roles in both innate and adaptive immune responses. Interactions between HIV-1 and 
the immune system lead to immune activation from the acute phase. This immune activation, 
which persists during the chronic state, is associated with gradual depletion of circulating 
CD4 T-cells, a high set point of viral replication that persists despite antiviral immune 
response, exhaustion of T cells, polyclonal B-cells activation, increased frequencies of 
activated T-cells, an increase in T cell turnover, a decrease in plasmacytoïd dendritic cells 
(pDC) and myeloïd cells (mDC), and production of proinflammatory cytokines and 
chemokines. These hyperstimulation inevitably lead to the weakening of the immune system 
that facilitates HIV-1 replication, virus persistence and AIDS disease progression (5, 9-13).  
These abnormal immune activations are likely to be multifactorial and are thought to be 
mediated largely by proteic and nucleic viral factors, in addition to bacterial products 
translocated from the intestinal lumen into the plasma following recruitment of a variety of 
host cell receptors, especially those implicated in the regulation of innate and adaptive 
immune responses. Therefore, exploring the interplay between viral compounds and the 
pathways which are involved in this abnormal activation of host cells, seems to be critical to 
the understanding of HIV-1-induced immunopathogenesis. This interplay targets both 




gp120, activates a variety of signaling pathways, including MAPkinases, NF-κB, G-proteins 
and calcium following its interaction with CD4 (14-21), CXCR4/CCR5 (17, 22, 23), DC-
SIGN (24). In addition to the structural proteins, regulatory proteins have also been reported 
to interfere with innate and adaptive immune responses. HIV-1 Nef protein, by inhibiting 
ASK-1 activity or by down modulating surface MHC-I expression, helps to inhibit the 
apoptosis of HIV-1 infected cells or their killing by specific CD8 CTL (25-30). This 
accessory protein seems to play crucial role in HIV-1 infectivity and in viral pathogenesis. It 
has been shown that persons infected with an HIV-1 strain that contains a large deletion in the 
nef gene, loose the ability to progress to AIDS at least during the first ten years after the 
primo-infection (12, 31). In agreement with this observation, similar results have been 
reported in the SIV adult macaque model infected with a SIV delta nef strain (32). More 
interestingly, such infected macaques became protected following challenge with a 
pathogenic SIV strain (33). In addition to the pathogenic effect of Nef, more recently it has 
been shown that SIV VpX, a gene product encoded only by the SIV and HIV-2 genome, 
interferes with innate immunity by blocking the HIV-1 restriction factor, SAMHD-1 (34). 
One hypothesis suggests an association between VpX expression and the capacity of the 
immune system to better control lentiviral immunopathogenesis (34-36). Such an hypothesis 
is in line with non-pathogenic SIV infection in its natural hosts, the sooty mangabeys and 
African green monkeys, two adapted natural SIV hosts.  
 HIV-1 is also able to activate cells of the innate immune system. By its genomic RNA, 
HIV-1 activates TLR7/8 to induce proinflammatory cytokines, including TNF-α and IFN-I 
that contribute to immune activation and viral replication (37, 38). Toll-like receptors, 
expressed in or on various cell types including the cells of the immune system, play an 
essential role in the initiation of the innate and adaptive immune responses. Like TLR, other 
innate immune receptors including NOD-like receptors (NLR), RIG-like receptors (RLR) and 
C-type lectin receptors (CLR), recognize conserved pathogen-associated molecular patterns 
(PAMP) to activate proinflammatory cytokines and chemokines (39). At least 10 TLR 
families have been reported in humans and 13 in mice (39, 40). Our group (41-48) and others 
(49-52) have shown that HIV-1 Tat protein is able to stimulate proinflammatory (IL1-β, IL-6, 
IFN-γ, TNF-α) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines in human monocytes/macrophages. 
Considering the fact that Tat is an early gene product, one can assume that its 
proinflammatory effect may initiate the establishment of an early immune activation state 
from the first days post-infection, before the alteration of the gut intestinal mucosal barrier 




 Tat protein is an 86 to 101 amino-acid polypeptide of 14 kDa, known for its crucial 
transactivation activity of HIV-LTR (53). Tat protein is structured in several domains 
including the N-terminal region 1-47, which contains the activation domain, and the basic 
region 48-60, which is essential for Tat internalization, nuclear localization and RNA binding  
at the LTR-TAR region (54). In the absence of Tat, the viral transcription is blocked at the 
elongation step. Tat protein is found at nM levels in the serum of HIV-1 infected patients (55, 
56). However, it can reasonably be assumed that this quantification is underestimated, due to 
the proportion of Tat protein already adsorbed on the surface of cell membrane via heparan 
sulfates (57, 58) and to the fact that this concentration could be much larger near the lymphoïd 
organs and in the vicinity of infected cells.  
Beside its crucial role in activating viral replication, Tat also participates in the pathogenesis 
of HIV-1 infection by its capacity to interact with different cell types. It is secreted by 
infected cells (56) and can act on other cells whether they are infected or not (59-61). In 
addition to its direct role in viral transcription, Tat contributes to the spread of HIV-1 through 
its effect on the increase of CCR5 and CXCR4 surface expression (62) and on the activation 
of quiescent CD4 T-cells which are used by the virus as new target to enhance HIV-1 
replication (63). Tat has been found to induce neurotoxicity in the central nervous system (64-
66) and apoptosis in CD4 T-cells (67). Paradoxically, Tat has also been shown to mediate 
macrophage survival by upregulating Bcl2 expression (68). Tat is also known to inhibit  
MHC-I cell surface expression (62), IL-12 production (69) and MnSOD activity (70). While 
some of these effects are mediated after intracellular uptake of Tat, others are mediated by the 
interaction of extracellular Tat with cellular receptors. Different domains of Tat have been 
implicated in interactions with membrane receptors: the N-terminal region with CD26 
receptor (71) and L-Type calcium channel (45), the tripeptide RGD with integrin αvβ3 and 
α5β1 of dendritic cells (72), and the basic domain with membrane lipids (64) or with the Flk-
1/KDR receptor (73). Among these potential Tat receptors, it would be of importance to 
determine which receptor(s) participate to the activation of signaling pathways that lead to the 
production of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines, reported by our group (41-
48) and others (49-52), which seem to be strongly involved in the abnormal immune 
activation and immune deficiency .  
 
 To this end, we advance TLR4 as a potential candidate receptor for Tat protein for the 
following reasons: i) Tat protein induces the production of TNF-α and IL-10 by human 




surface of monocytes/macrophages, iii) the signaling pathways activated by Tat, including 
MAPkinases (42, 47), PKC (41, 43-45, 74) and NF-κB (46), are also activated following the 
engagement of the TLR4 pathways (75), iv) the domain of Tat involved in the induction of 
TNF-α and IL-10, being located in the first amino acids, has more than 67% homology with 
the fusion peptide of the MMTV envelope protein, also known to induce IL-10 production 
through interaction with TLR4 receptor. Since, understanding the mechanism by which HIV, 
by its Tat protein, hijack the TLR4-CD14-MD2 receptor complex to induce cytokine 
production by monocytes/macrophages, represents a crucial interest for the etablishment of 








MATERIAL AND METHODS   
 
Cells cultures. 
Monocyte isolation. PBMCs were isolated from buffy coat of healthy HIV-1-negative donors 
by Ficoll density gradient. Briefly, PBMC were counted and resuspended in a 60/30 complete 
medium (60% AIMV, 30% Iscove; (Gibco)) containing 1% foetal calf serum (FCS), penicillin 
(100 IU/mL) and streptomycin (100 µg/ml). Monocytes were separated from lymphocytes by 
adherence to tissue culture plastic (Beckton Dickinson). After an incubation of 1 h at 37°C 
5% CO2, non-adherent cells were removed and adherent cells (> 94% CD14+ by flow 
cytometric analysis) were washed and cultured in 60/30 complete medium containing 10% 
FCS, penicillin (100 IU/ml) and streptomycin (100 µg/ml) before being used in the 
experiments.  
Human embryonic kidney 293 cell line. HEK293T YFP-TLR4 and YFP-TLR4-MD2 were 
obtained from Dr. Alberto Visintin (National Institute of Health, Bethesda). Cell lines were 
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 10% FCS, penicillin 
(100 IU/mL), streptomycin (100 µg/mL) and G418 (100 µg/ml), at 37°C in a humidified 5% 
CO2 incubator. 
Transfected HEK cell line stably expressing TLR4, TLR4-CD14-MD2, TLR2-CD14 and non-
transfected HEK cell line (HEK Null) were purchased from Invivogen. HEK Null and HEK-
TLR4 cell lines were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, normocin (100 
µg/mL) and blasticidin (10 µg/ml); while HEK TLR4-CD14-MD2 and HEK TLR2-CD14 cell 
lines were grown in DMEM 10% FCS, normocin (100 µg/ml), blasticidin (10 µg/ml) and 
hygrogold (50 µg/ml) at 37°C and 5% CO2. 
Human monocytic leukemia cell lines. THP-1 and U937 were obtained from the American 
Type Culture Collection (ATCC). They were grown in RPMI1640 supplemented with 10% 
FCS, penicillin (100 IU/ml) and streptomycin (100 µg/ml) and maintained in a 37°C 
humidified atmosphere with 5% CO2. 
 
Primary mouse peritoneal macrophages. 
C57BL/6 Wt were purchased from Charles Rivers. C3H/HeN (Wt) and C3H/HeJ (deficient 
for the TIR domain of TLR4) or Knockout (KO) mice C57BL/6: TLR4-/-, TLR2-/-, TLR3-/-, 
TLR9-/-, CD14-/-, MD2-/- were a generous gift from Dr. B. Ryffel (laboratory of molecular 
immunology and embryology, CNRS, Orléans, France). Primary macrophages were isolated 




thioglycolate medium 3% (Biomerieux). Three days later, the mice were sacrificed and 
macrophages were recovered by peritoneal washes and then enriched by adherence selection 
for 1 h in complete medium (DMEM supplemented with or without 2% FCS, penicillin (100 
IU/ml) and streptomycin (100 µg/ml). Isolated macrophages were characterized by FACS 
analysis for the expression of CD11b+. 
 
Tat protein and TLR ligands. 
Recombinant HIV-1 Tat protein1-86 was obtained from “Agence Nationale de la Recherche 
sur le SIDA” (Paris, France). Synthetic Tat was obtained from Dr. M. Benkirane (CNRS UPR 
1142 Montpellier). Recombinant GST and deleted Tat mutant proteins were produced in our 
laboratory. Each protein was produced and purified as previously described (41). The level of 
endotoxin contamination was assessed using the Limulus amebocyte lysate assay (Bio-Sepra, 
Villeneuve la Garenne, France). All these recombinant proteins contained less than 0.3 EU/µg 
LPS, the limit of detection of this test. Lipopolysaccharide (LPS) (TLR4) from E. coli, 
serotype R515, was purchased from Alexis biochemicals. Pam3CsK4 (TLR2/1), Imiquimod 
R837 (TLR7) and poly:I-C (TLR3) were obtained from InvivoGen (San Diego, CA). For 
control stimulation, phorbol 12 myristate-13-acetate (PMA), a PKC activator, was purchased 
from Calbiochem. Mouse recombinant human IFN-γ was purchased from eBioscience.  
Antibodies and chemical inhibitors. For inhibition experiments: monoclonal antibodies 
against human antigens: anti-TLR4 (clone HTA125), anti-TLR2 (clone TL2.1), anti-CD14 
(clone 61D3) and mouse IgG2a isotype were obtained from eBioscience. Anti-CD14 (clone 
RMO52 and clone MY4) and mouse IgG isotype controls were from Beckman Coulter; anti-
MD2 (clone 288307) was purchased from R&D Systems. Monoclonal anti-Tat antibodies 
were obtained from ANRS (Paris). The 26S proteasome inhibitor MG132 was from 
Calbiochem. The raft disrupting drug methyl–β-cyclodextrine (M-βCD) and a GTPase 
dynamin inhibitor dynasore were from Sigma.  
For confocal imaging and flow cytometry analysis: goat anti-human TLR4 was from R&D 
System. Unlabelled mouse anti-TLR4 and labelled mouse anti-TLR4-PE were from 
eBioscience. Mouse isotype control IgG2a–PE was from eBioscience. FITC coupled 
secondary antibodies produced against mouse immunoglobulins were obtained from DAKO. 
Rabbit polyclonal anti-GST and anti-Tat antibodies were produced in our laboratory. Alexa 
488 or 555 labelled IgG against rabbit and goat IgG respectively, were from Invitrogen. 




For western blot analysis, recombinant human MD2, rhCD14 and rhTLR4-MD2, monoclonal 
anti-human MD2 and anti-TLR4 were from R&D systems. Monoclonal anti-human CD14 
(MEM-18) was from Santa Cruz Biotechnology. Rabbit polyclonal anti-human SOCS1 and 
SOCS3 were purchased from Abcam.  
 
Methyl-β-cyclodextrin and dynasore treatments.  
Cells were plated for ELISA assay in 24-well plates. After 24 h, cells were pre-incubated for 
10 or 60 minutes with various concentrations of M-βCD, a raft-disrupting drug, or for 30 min 
with various concentrations of dynasore for dynamin inhibition. As a control, cells were 
treated with similar amounts of dimethyl sulfoxide (DMSO) to those used to solubilize the 
inhibitors. After drug pretreatment,  cells were incubated with Tat proteins (100 nM). As 
positive and negative controls, cells were stimulated with LPS or GST respectively. After 
24h, culture supernatants were tested by ELISA. Any possible cytotoxic effect of the 
inhibitors was tested by the trypan blue dye exclusion assay. No related cytotoxicity was 
observed and cell viability was > 95% at the concentrations used. 
 
Cytokine detection by ELISA.  
Adherent monocytes (106/well), murine macrophages (5.105/well) or HEK cells (5.105/well) 
were washed 3 times with cold PBS. Cells were then cultured in the presence of 1% FCS. 
After 24 h of cell treatment, the supernatants were collected and analyzed for human and 
mouse TNF-α and IL-10. Cytokine amounts were determined using  ELISA kits from BD 
Biosciences and R&D Systems according to the manufacturers’ instructions.  
 
Confocal microscopy.  
HEK cells were grown on 12-mm round coverslides at 60-80 % confluence. They were then 
incubated with GST-Tat (100 nM) for 15 min. After stimulation and washing with PBS, cells 
were fixed with 4% paraformaldehyde-PBS for 10 min. After 3 washes, they were incubated 
with 50 mM of NH4Cl for quenching. This step saturated free aldehydes to inhibit auto-
fluorescence. After extensive washing, the cells were saturated with PBS-BSA 5% for 30 min. 
For colocalization experiments, GST-Tat and TLR4 proteins were labelled for 45 min at room 
temperature with 10 µg/ml of mouse (Mab anti-Tat) or goat primary polyclonal anti TLR4 
antibodies. After washes, Tat and TLR4 antibodies were labelled with the corresponding 
secondary antibodies: Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-555-conjugated antibodies directed 




washes with PBS or PBS-MgCl2 150 mM, cell nuclei were stained at room temperature with 
DAPI or chromomycin A3 in PBS-MgCl2 150 mM for 1h. The images were taken with a 
confocal microscope (Zeiss Axiomager LSM 710 META scanning unit and a 1.4NA x 63 
objective). Colocalization and subcellular localization were analyzed and processed with 
ImageJ. Colocalization images were measured and quantified with JacoP software. 
 
GST pull-down and Co-immunoprecipitation assays.  
For GST pull-down, equal amounts of GST, GST-Tat 1-45, GST-Tat 30-72 or GST-Tat 1-101 
proteins coupled to glutathione agarose beads were saturated with BSA (250 µg/ml) for 2 h at 
4°C. After washing (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM), agarose fixed proteins were incubated 
with 1 µg of TLR4-MD2, MD2 or CD14 soluble recombinant human proteins (R&D 
Systems) or total cellular extracts (500 µg) either from HEK 293T or HEK 293T-TLR4 cells 
or from primary human monocytes. The beads were then washed extensively with Tris-HCl 
20 mM, NaCl 150 mM, NP-40 0.5%, PMSF 0.5 mM, leupeptin 10 µg/mL, Na3VO4 0.2 mM, 
NaF 0.05 mM and the presence of retained TLR4, MD2 or CD14 proteins was analyzed by 
SDS-PAGE and western blot using specific antibodies.  
For the immunoprecipitation assay, primary monocytes (107/well) were incubated with GST, 
GST-Tat1-101 or deleted Tat mutants (1µM). After 20 minutes, cells were lysed with ripa 
buffer (Tris HCl 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, 0.5% NP-40, 1% 
sodium deoxycholate, 10% SDS, DTT 1 mM, leupeptin 10 µg/mL, pepstatin 10 µg/mL) and 
clarified by centrifugation at 4°C for 10 min at 14 000g. Preformed Tat-TLR4 complexes 
were then immunoprecipitated by a mixture of anti-TLR4 antibodies (2 µg) and protein A 
sepharose. After overnight binding at 4°C, 2 µg of bridging antibody (polyclonal rabbit anti-
mouse IgG, Dako) were added, and the mixture was incubated for an additional 24 h with 
shaking at 4°C. After three washes, the retained complexes were analyzed by SDS-PAGE 
12% and western blot using specific antibodies as described above. 
 
Binding and competition assays.  
Recombinant human MD2, TLR4-MD2, TLR4 or CD14 (R&D systems) were coated at the 
indicated concentrations in 96 well plates (Nunc Rotschild) for 24h at 4°C. After washing 
with PBS-0.05% Tween20, wells were saturated with PBS-0.05% Tween20 5% non-fat milk 
for 1 h at 37°C. After 3 washes, various amounts of GST, GST-Tat 1-101 or Tat deleted 
mutants were incubated for 2 h at 37°C. For competition assays, GST-Tat or its deleted 




with the coated proteins (MD2 or TLR4-MD2) in the wells for an additional 2 h. After 
extensive washing, binding was detected by anti-GST (1/500) or monoclonal anti-Tat 
antibodies (10 µg/ml) for 1 h. After washing, 100 µL of 1/1000 horseradish peroxidase (HRP) 
labelled anti-rabbit or anti-mouse IgG (Dako) were added for 1 h at 37°C. After 7 washes of 2 
min each, 100 µl of TMB substrate were added. The reaction was stopped by adding 50 µl of 
H2S04 2N. Absorbance was measured at 450 nm with a wavelength correction at 600 nm. 
 
Flow cytometry.  
Primary monocytes, U937 or HEK cells, pretreated or not for 30 min with dynasore (100 
µM), were left unstimulated or stimulated with GST-Tat, GST or LPS in complete medium 
containing 10% FCS for the indicated time periods. Cells were then detached by cold PBS-
EDTA 5 mM, washed with PBS-FCS 5%-Azide 0.01% and stained with anti-TLR4 (10 
µg/ml), anti-TLR4-PE or isotype control IgG2a-PE for 45 min on ice. After 3 washes, cells 
were incubated with secondary rabbit anti-mouse FITC-IgG (Becton Dickinson) for 45 min 
on ice. After washes, cells were fixed with 1% PFA and analyzed by flow cytometry. 
 
Analysis of SOCS1 and SOCS3 induction.  
HEK cell lines, human monocytes or dendritic primary cells were seeded into 12-well plates 
at 106 cells per well in complete medium. The cells were then stimulated with the indicated 
amounts of GST-Tat, GST, LPS, IFN-γ or LPS+IFN-γ in the presence or not of blocking anti-
Tat antibodies. After 24 h of stimulation, the cells were centrifuged and lysed with total lysis 
ripa buffer. Equal amounts of protein were subjected to 12% SDS-PAGE, transferred into 
nitrocellulose membrane and immunoblotted to detect SOCS1 and SOCS3 expression. 
  
Statistical tests.  
All statistical analyses used the Student’s t-test, unpaired for normal distribution, for at least 
three independent experiments. Differences were considered significant at p values < 0.05. 
Microsoft Excel and Prism were used to construct the plots and measure means, standard 






Tat protein induces the production of TNF-α and IL-10 by acting at cell membrane level 
in human monocytes. 
 Our group (41-48) and others (49-52) have shown that HIV-1 Tat protein is able to 
stimulate the production of proinflammatory (TNF-α, IL1-β, IL-6, IFN-γ) and anti-
inflammatory (IL-10) cytokines in human monocyte/macrophage cells. Tat protein contains a 
nuclear localization sequence between amino acids 47 and 57 which allows it to be taken up 
by cells into the nucleus. Thus, Tat protein could act at either the membrane and/or the 
nucleus level. Stimulation of human monocytes with total Tat protein or with GST-Tat 1-45 
(with deletion in the C-terminal region), but not GST-Tat 30-72 or GST alone, activated the 
production of TNF-α and IL-10 by monocytes (Figure 1A). This result indicates that, despite 
the absence of the basic region 47-57 which is essential for the penetration of Tat, the N-
terminal fragment Tat 1-45 was still able to stimulate the production of TNF-α and IL-10 in 
the same way as total Tat protein likely by acting at the cell membrane level of monocytes. 
This conclusion is in agreement with the ability of total Tat protein, which had previously 
been immobilized in wells, to induce the production of TNF-α and IL-10 (data not shown) and 
underscored the importance of the N-terminal region of Tat protein.  
Stimulation of monocytes with a chemically synthesized Tat protein that had never been in 
contact with bacterial products induced the production of TNF-α and IL-10 in a dose 
dependent manner (Figure 1 B). Tat-induced cytokines (TNF-α and IL-10) production was 
greatly inhibited in the presence of monoclonal antibodies directed against the N-terminal 
domain 1-15 but not by monoclonal antibodies directed against the central region 48-60 or the 
C-terminal domain 74-86 of Tat protein (Figure 1C). Interestingly, the mixture of the 3 
monoclonal antibodies completely abolished Tat-induced cytokine production (Figure 1C). 
Tat oxidation by H2O2, its trypsin digestion (1 hour at 37°C) or heating (5 min at 95°C) 
totally abolished the capacity of Tat to induce the production of TNF-α and IL-10, while such 
treatments had no effect on the capacity of LPS to stimulate the production of these cytokines 
(Figure 1D). Using the LAL assay, we showed that the Tat protein used in this work 
contained no endotoxins within the limit of detection of the test (less than 50 pg/ml). In 
addition, LPS at 50 pg/ml did not cause the production of TNF-α and IL-10 in our 




Altogether, our results show that Tat protein, by its N-terminal domain, stimulates the 
production of TNF-α and IL-10 by acting at the cell membrane surface. 
 
 
Tat protein induces TLR4-dependent cytokine production in human monocytes. 
 To investigate the role of TLR4-MD2 as a potential receptor implicated in the 
production of TNF-α and IL-10 following Tat-TLR4 interaction, we evaluated the inhibitory 
effect of the anti-TLR4 blocking monoclonal antibody (Mab), clone HTA125, on Tat-induced 
cytokine production. To this end, primary human monocytes were pretreated with increasing 
amounts of anti-TLR4 (0.1–1 µg/ml) before stimulation by Tat (100 nM). In these conditions 
anti-TLR4 antibodies inhibited Tat-induced cytokine in a dose dependent manner (Figure 2A-
B). Total inhibition was obtained with anti-TLR4 Mab at 1 µg/ml. Similarly, when monocytes 
were pretreated with saturating amount of anti-TLR4 antibodies (1µg/ml) and then stimulated 
with increasing concentrations of Tat 1-101 (1-100 nM) or its deleted mutants Tat 1-45 (100 
nM), strong inhibition of TNF-α and IL-10 were observed (Figure 2 C-D). No inhibition was 
observed when Tat stimulation was performed in the presence of anti-TLR2 or with irrelevant 
IgG antibodies harbouring the same isotype as HTA125 Mab in control experiments (Figure 
2A). As expected, we showed that HTA 125 Mab also totally inhibited LPS-induced cytokine 
production (supplementary data). 
To further characterize the specificity of these inhibitions observed with anti-TLR4 
antibodies, monocytes were stimulated by Tat in the following kinetic conditions. Monocytes 
were pretreated for 60 min with increasing amounts of anti-TLR4 antibodies (0.01 to 1 µg/ml) 
before stimulation with 10 nM Tat protein. In this condition, a dose dependent inhibition of 
TNF-α  and IL-10 production was observed (Figure 2E). As previously described, the highest 
inhibition was obtained with anti-TLR4 antibodies at 1 µg/ml (Figure 2E). Interestingly, when 
similar concentrations of anti-TLR4 antibodies were added at the same time as Tat, a lesser 
degree of inhibition of TNF-α and IL-10 was observed with anti-TLR4 used at 0.1 and 1µg/ml 
(Figure 2E). In contrast, no inhibition of IL-10 was obtained with the smallest amount of anti-
TLR4 antibodies (0.01µg/ml). In the third protocol, monocytes were previously stimulated 
with Tat 10 nM for 5 to 60 min before anti-TLR4 antibodies were added at 0.1µg or 1µg/ml. 
In these conditions, the results obtained showed that the sooner the anti-TLR4 was added, the 
greater was its inhibition effect on TNF-α and IL-10 (Figure 2E). Altogether, these results 
suggest that Tat and anti-TLR4 antibodies compete for the same cell membrane receptor and 




signaling pathways leading to significant production of TNF-α and IL-10. This interpretation 
is in agreement with data obtained with monocytes firstly pre-incubated 60 minutes with 0.1 
or 1 µg/ml of anti-TLR4 antibodies, then washed twice or left unwashed, and stimulated with 
Tat 10 nM (Figure 2F). These data suggest a partial TLR4-anti-TLR4 dissociation following 
the two washes, at least at the smallest amount (0.1 µg/ml) of anti-TLR4 antibodies (Figure 
2F), then Tat activation was allowed following Tat-TLR4 interaction. However, this 
phenomenon was less visible in the presence of an excess of anti-TLR4 antibodies (1 µg/ml) 
(Figure 2E).  
Altogether, the results indicate that Tat induce TLR4-dependent production of IL-10 and 
TNF-α in human monocytes. 
 
 
HIV-1 Tat protein interacts with TLR4-MD2 
 Taking these data into consideration, we investigated the capacity of Tat to interact 
with TLR4 and its cofactors MD2 and CD14. MD2 is a soluble glycosylated polypeptide of 
160 amino acids which associates with high affinity to the ectodomain of TLR4, while CD14 
is a glycosylphosphatidylinositol (GPI) membrane glycoprotein of 375 amino-acids which 
seems to play an important role in the trafficking of TLR4 and other receptors, including 
TLR3, TLR7 and TLR9 (77). 
 To investigate whether Tat was able to interact with TLR4-MD2 complex, MD2 or 
CD14 soluble recombinant proteins were tested for their capacities to interact, in a solid phase 
assay, with HIV-1 Tat protein or its deleted mutants Tat 1-45 and Tat 30-72. The results 
depicted in Figure 3A show a direct interaction of Tat with TLR4-MD2 or with MD2 alone. 
In contrast, no interaction was observed between Tat and CD14 (Figure 3A). When GST was 
used as the control instead of Tat, no binding with TLR4-MD2 or MD2 was detected (Figure 
3A). To identify the domain of Tat implicated in this interaction, the N-terminal domain 
containing Tat mutant Tat 1-45 and the central domain, Tat 30-72, were tested in the same 
assays. The results showed that the N-terminal domain, Tat 1-45, also interacted strongly with 
MD2 and MD2-TLR4, but not with CD14 (Figure 3A). In contrast, no binding was observed 
with the Tat 30-72 fragment or with GST (Figure 3A). In a parallel assay, GST-Tat 1-101, 
mutant Tat 1-45, mutant Tat 30-72 and GST previously coupled to glutathion-agarose, were 
tested for their capacity to interact with soluble recombinants TLR4-MD2, MD2 or CD14. 
After incubation and washes, the preformed complexes were analyzed by SDS-PAGE and 




of Tat to interact, via its N-terminal fragment, with TLR4-MD2 and MD2, but not with CD14 
or GST. Similar results, in line with those of the binding assay, were obtained when the same 
experiments were performed using, as source of TLR4/MD2/CD14, cell lysate proteins 
prepared from HEK293T cells stably transfected with TLR4-CD14-MD2 (Figure 3C) or from 
primary human monocytes (Figure 3D-E). Non-transfected HEK cells were used as controls 
(Figure 3C). Interestingly, treatment of monocytes with Tat followed by immunoprecipitation 
with anti-TLR4 antibodies allowed co-immunoprecipitation of total Tat protein and the N-
terminal Tat 1-45 to be detected, but not the deleted mutant Tat 30-72 nor GST alone (Figure 
3E). 
 In order to demonstrate the specificity of this binding, Tat-MD2 or Tat-TLR4-MD2 
interactions were performed in the presence of various concentrations of MD2 (Figure 4A-B) 
or Tat (Figure 4C-D). The results in Figure 4A-B, show that Tat (1 µM) binds to MD2 (1 
pg/mL to 1µg/mL) in a dose dependent manner, with a clear saturation plateau. Similarly, the 
binding of MD2 (1 ng/mL) to increasing amounts of Tat (10-12 to 10-6 M) showed that the 
formation of Tat-MD2 or Tat-TLR4-MD2 complexes were dependent on the Tat 
concentration, with a saturation plateau at 10-6 M of Tat (Figure 4C-D).  
The specificity of Tat-MD2 and Tat-TLR4-MD2 interactions were further characterized by 
testing the capacity of soluble MD2, TLR4-MD2, TLR4 or CD14 to compete for the 
inhibition of these interactions. The results depicted in Figure 4E, clearly show the capacity of 
soluble MD2 (1 pg - 1 µg) to inhibit the binding of Tat to coated MD2 in a dose dependent 
manner (Figure 4E). Strong inhibition (more than 95%) was obtained with soluble MD2 used 
at 1 µg. The concentration of soluble MD2 (K0.5) capable of inhibiting Tat-MD2 interaction 
by 50% was about 4.10-9 M. This value of K0.5, which can be considered as an apparent 
dissociation constant, indicates that Tat recognizes MD2 with a relatively high affinity. 
Similar results were obtained when soluble MD2 was used to compete for MD2-Tat 1-45 
interaction (supplementary data). In agreement with the direct binding data, soluble TLR4-
MD2 is also able to totally inhibit Tat-MD2 (Figure 4E) or Tat-TLR4-MD2 (supplementary 
data) interactions when used at 1 µM. The K0.5 of TLR4-MD2, about 10-9 M, is 2.5 times 
less than that obtained with MD2 alone, suggesting a higher affinity of MD2 when it is 
associated with TLR4. In contrast, when soluble TLR4 or CD14 were used as competitors, no 
inhibition was observed (Figure 4E).  
Then we wondered whether Tat protein was able to bind and to localize with TLR4 at the cell 
surface of HEK cells stably transfected with TLR4-MD2-CD14. Non-transfected HEK, HEK 




with stained anti-Tat (Tat-555) and anti-TLR4 (TLR4-488) antibodies and complex formation 
was analyzed by confocal microscopy (Figure 5). Briefly, cells were incubated or not with 
Tat, and then labelled with anti-Tat or anti-TLR4 antibodies, separately or in a mixture. The 
results of this analysis showed that Tat protein and its N-terminal fragment Tat 1-45 were able 
to bind to HEK-TLR4-MD2 cells but not to HEK null (Figure 5A). This labelling was specific 
since no staining was observed when experiments were performed after: i) incubating cells 
with the same amount of soluble GST protein instead of Tat (Figure 5A), ii) omitting the 
primary antibody or iii) using an isotype control instead of anti-Tat antibodies (data not 
shown). Results in Figure 5B show that Tat and TLR4-MD2 colocalize in the same sites, as 
indicated by the yellow staining in the merged images, on HEK-TLR4-CD14-MD2 but not in 
HEK Null. Statistical analysis of this colocalization, with JaCop software, reveal a pearson 
coefficient of correlation r>0,8, which mean a strong and specific colocalization between Tat 
and TLR4 proteins (data not shown). This colocalization is in agreement with the ability of 




Tat protein fails to stimulate TNF-α and IL-10 in macrophages from TLR4-/- mice. 
 To confirm the involvement of Tat-TLR4 interaction in the signaling pathways leading 
to cytokine production, we used genetically engineered mice deficient in various TLR or their 
cofactors, including MD2 and CD14. Firstly, we validated the ability of Tat protein to 
stimulate the production of TNF-α  and IL-10. Our results showed that Tat protein and its N-
terminal Tat 1-45, but not Tat 30-72, stimulated, specifically and in a dose dependent manner 
TNF-α  and IL-10 production in wild type murine macrophages (Figure 6A-B). In agreement 
with the implication of TLR4-MD2, we showed that, when murine macrophages from TLR4-
/- mice were stimulated in the same conditions, no production of TNF-α and IL-10 was 
observed (Figure 6C-D). Similar results were obtained with macrophages from C3H/HeJ 
mice, which have a missense mutation in the third exon of TLR4 (supplementary data). In 
accordance with the selective involvement of TLR4, our results showed that Tat protein and 
Tat 1-45, continued to stimulate TNF-α and IL-10 production in macrophages from mice 
deficient for TLR2-/- TLR3-/-, TLR7-/- or TLR9-/- (data not shown). As a positive control we 
showed that TLR2 pathway was not altered in macrophages obtained from TLR4 KO mice as 




 Considering the role of MD2 in interacting with Tat protein, we evaluated the 
importance of the in vivo expression of this cofactor in the induction of the signaling pathway 
leading to Tat-induced cytokine production. Using macrophages from MD2-/- mice, we 
showed that  deficiency in MD2 abolished the ability of Tat to induce the production of both 
TNF-α and IL-10 (Figure 6E-F). Using the same approach, the implication of CD14 was also 
evaluated by using macrophages obtained from CD14-/- mice. Unexpectedly, despite the 
absence of direct Tat-CD14 interaction (Figure 3A-B), the presence of CD14 expression 
seems to be essential for the activation of TLR4-MD2 signaling pathway by Tat as shown by 
the absence of cytokine production (Figure 6E-F). However, these data seem to be in apparent 
contradiction with those obtained with blockade anti-MD2 and anti-CD14 antibodies, which 
were unable to block Tat-induced TNF-α and IL-10 production (Figure 6G-H). As controls, 
and in agreement with previously reported data, the same antibodies completely blocked LPS-
induced cytokine production (Figure 6G-H). We also confirmed that stimulation with LPS at 
relatively high concentrations restored cytokine production in macrophages from CD14 
deficient mice (data not shown). However, the apparent discrepancy between approaches 
using macrophages from mice deficient for MD2 (MD2-/-) or CD14 (CD14-/-) and the 
inability of anti-MD2 or anti-CD14 antibodies to efficiently inhibit Tat-induced cytokine 
production may be related to the importance of MD2 in TLR4 cell surface expression and to 
the role of CD14 in the expression of a biologically active TLR4 and its recruitment at the 
signaling platform.  
 Our data suggest and confirm the essential implication of TLR4 and its cofactors 




Tat-TLR4 interaction leads to TLR4 down-modulation and SOCS1 and SOCS3 
activation. 
 In these experiments, we tested the effect of Tat protein on the regulation of cell 
surface TLR4 and the expression of SOCS1 and SOCS3, two SOCS proteins associated with 
HIV-1 infection and disease progression (78, 79).  
 To assess the effect of Tat  on TLR4 cell membrane expression, the promonocytic cell 
line U937 or primary human monocytes were treated for various time periods (1 h – 4 h) in 
the presence of Tat (10 nM) or its N-terminal fragment Tat 1-45, or GST. Anti-TLR4 




show that treatment of cells with Tat protein or its N-terminal fragment Tat 1-45, but not with 
GST, induced a down-modulation of TLR4 (Figure 7A). This effect was observed on U937, 
HEK-TLR4-MD2-CD14 cell lines and primary human monocytes starting from 60 min post-
stimulation (Figure 7A). This labelling was totally abolished when cells were previously 
treated in the presence of saturating concentrations of anti-TLR4 blocking antibodies, 
indicating that Tat effect was specific (Figure 7B). Furthermore, pretreatment of cells with 
dynasore, a dynamin-dependent endosomal scission inhibitor, inhibited Tat-TLR4 
internalization (Figure 7C) and TNF-α and IL-10 production (Figure 8C-D). These results 
strongly suggest that Tat-mediated internalization of TLR4 is dynamin dependent and surface 
expression of TLR4 is essential for cytokine production. We therefore analyzed the 
importance of the integrity of the plasma membrane for TLR4 expression and Tat-induced 
TNF-α and IL-10 production. To this end, human monocytes were treated with methyl-β-
cyclodextrin (M-βCD), to selectively extract cholesterol from the plasma membrane, and then 
TLR4 membrane expression and cytokine production were determined. In these conditions, 
we showed that M-βCD treatment, for 10 to 60 min, had no significant effect on TLR4 
expression (data not shown), while TNF-α and IL-10 productions were strongly inhibited 
(Figure 8A-B). These results underlined the importance of lipid raft structures in Tat mediated 
TLR4-MD2 signaling pathways.   
 We next investigated whether, in parallel to TLR4 internalization, Tat also recruited 
the SOCS pathway as a second level of regulation.  Suppressors of cytokine signaling (SOCS) 
form a family of 8 members (SOCS1-SOCS7 and CIS). In addition to their involvement in the 
regulation of the TLR pathway (80), SOCS proteins are involved in the attenuation of innate 
immunity. An increase of SOCS1 and SOCS3 proteins has been previously described to be 
associated with HIV-1 viral load and disease progression both in the SIV macaque model and 
in HIV-1 infected humans (78, 79, 81). Thus, we focused on the effect of Tat protein on the 
induction of SOCS1 and SOCS3 in the present study. 
Human monocytes, dendritic cells or HEK-TLR4-MD2-CD14 cell line were treated with Tat 
protein for 24 hours, and  SOCS1 or SOCS3 induction was evaluated in cell extracts after 
SDS-PAGE and western blotting using specific antibodies. The results presented in Figure 9, 
showed that Tat protein, like its N-terminal fragment Tat1-45 (100 nM), but not Tat 30-72 or 
GST alone, stimulated SOCS1 and SOC3 expression. To further characterize the relationship 
between Tat-TLR4 interaction and SOCS1 or SOCS3 induction, HEK null or HEK cells 
stably transfected with TLR4-MD2-CD14 were stimulated by Tat and tested for SOCS1 




positive cells (Figure 9B). In addition, no SOCS activation was detected in HEK null cells, 
non-transfected with TLR4. Also, SOCS1 and SOCS3 proteins induction were totally 
inhibited when the stimulation was performed with blockade anti-Tat antibodies (Figure 9B). 
As positive control, we showed that SOCS1 and SOCS3 are expressed in cells when 
stimulated with LPS and/or IFN-γ (Figure 9A-B). Taken together, our results show that 






 In this work, we have shown that Tat protein stimulates the production of 
proinflammatory (TNFα) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines. This cytokine production 
is mediated by the N-terminal region 1-45 of Tat, which lacks the basic domain essential for 
cell penetration and nuclear localization (41, 53). Thus, our results demonstrate that Tat 
protein stimulates cytokine production by acting at the cell membrane level. This 
interpretation is in agreement with our observation that Tat protein, previously immobilized in 
well culture to prevent its cellular penetration, continues to stimulate TNF-α and IL-10 
cytokines in primary human monocyte (41-43). In agreement with this conclusion, several 
reports have shown that Tat protein is able to bind to cell membrane and several receptors 
have been proposed by different groups including αvβ1, and α5β3 (82, 83), CD26 (71), 
CCR2, CCR3 and CXCR4 (84-87), V-EGF and β-FGF (88-91) and L-Type calcium channel 
(45, 92, 93). However Tat-TLR4 interaction has not been reported previously. Numerous 
arguments in favour of this possibility allowed us to test this hypothesis: i) TLR4 is expressed 
by human monocytes, ii) TLR4 have been reported, in addition to LPS, to interact with 
several other ligands including viral proteins (94-97), iii) TLR4 activation induces the 
production of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines including TNF-α and IL-10, 
by activating MAPkinases, PKC and NF-κB pathways that we have previously demonstrated 
to be activated by Tat in primary human monocytes (41-47, 74). 
 In agreement with this hypothesis, our results showed that Tat-induced TNF-α and IL-
10 production was strongly inhibited in the presence of anti-TLR4 blocking antibody. A total 
inhibition of cytokine production was also observed in the presence of anti-Tat antibodies, 




performed. In these experiments, Tat was previously incubated for various time periods with 
monocytes before adding anti-TLR4 antibody. In these conditions, when anti-TLR4 
antibodies were added 5 min post-Tat treatment, a great capacity of inhibition was conserved, 
whereas this effect diminished greatly when antibodies were added 30 min later, suggesting 
that Tat rapidly (in less than 30 min) and irreversibly stimulated signaling pathways leading to 
cytokine production. 
 In order to be expressed at the cell surface, and functional, TLR4 requires the action of 
several factors including MD2 and CD14, which form complexes at the cell membrane. 
Analysis of Tat interaction with TLR4-MD2, MD2 and CD14 showed that Tat protein was 
able to interact with TLR4-MD2 and MD2 but not with CD14. This binding was totally 
inhibited, in a dose dependent manner, with soluble TLR4-MD2 or MD2, demonstrating the 
specificity of these interactions. This finding is in line with confocal microscopy analysis, 
which detected colocalization of Tat and TLR4 only in TLR4-MD2 expressing cells. 
Comparison of the dissociation constant values K0.5 of Tat-TLR4-MD2 (10-9 M) and Tat-
MD2 (4.10-9 M), showed that K0.5 of Tat-TLR4-MD2 was 2.5 times smaller that of Tat-
MD2. This higher affinity of Tat for TLR4-MD2 complex may be due to a better stabilization 
of Tat interactions with the TLR4-MD2 complex than with the MD2 alone. TLR4, like other 
pattern recognition receptors (PRR), have evolved to interact with several cofactors and 
adapters, and also with a variety of pathogen-associated molecular patterns (PAMP). 
Accordingly, in addition to the well-characterized bacterial ligand, LPS, TLR4 recognizes 
many other ligands. Viral and endogenous related ligands have been reported, including 
respiratory syncytial virus F protein (95), mouse mammary-tumour virus envelope protein 
(96) and oligosaccharide of hyaluronic acid (98). In consequence, this recognition of TLR by 
self-antigens has been associated with the development of some autoimmune diseases 
including lupus, arthritis, psoriasis and metabolic or inflammatory disorders such as diabetes 
or atherosclerosis (99). Interestingly, it has been shown that the N-terminal domain of Tat 
shares more than 67% of sequence homology with the fusion peptide of the glycoprotein of 
MMTV. It will be interesting to synthesize this domain of MMTV glycoprotein and test its 
capacity to compete or act in synergy with Tat action. It has been shown that LPS recognizes 
MD2 with a dissociation constant of about 2.3 10-6 M (100) a K0.5 value that is 500 times 
higher than that found for Tat-MD2. In addition, in our study, no detectable interaction was 
found between Tat and CD14 neither in the solid phase nor in pull-down binding assays, 





 At functional level and in agreement with our biochemical data, we showed that Tat 
protein and its N-terminal fragment Tat 1-45 induced the production of TNF-α and IL-10 in 
macrophages from wild type mice but not in macrophages from mice genetically deficient for 
TLR4, MD2 or CD14. While the importance of cell surface expression of TLR4 and MD2 
seems to be in line with our biochemical data, results obtained with CD14 KO mice seem to 
be in apparent contradiction if we consider its inability to interact with Tat protein. This 
apparent contradiction is amplified by the fact that anti-CD14 antibodies, which continue to 
inhibit LPS activation, fail to inhibit Tat-induced cytokine production. This apparent 
discrepancy may be related to the importance of CD14 in the expression of a biologically 
active TLR4 or its recruitment at cholesterol rich domains corresponding to the signaling 
platform (77, 101). In line with this interpretation, more recently, it has been reported that 
CD14 plays a crucial role in the control of endocytosis of TLR4 to activate the TRIF 
dependent pathway (103). Also, it is interesting to note that anti-MD2 antibodies were able to 
block cytokine production by LPS, while these same antibodies failed to inhibit Tat-induced 
cytokines. These results, in association with those obtained with MD2 KO mice, also 
underline the role of MD2 in the trafficking and surface localization of TLR4 as previously 
reported (104). They also suggest the possibility that Tat protein recognizes a site on TLR4-
MD2 different from that of LPS. However, additional molecules including gp96 (105), 
PRAT4A, PRAT4B and UNC93B1 (106-108), have also been reported to be involved in the 
correct folding and surface localization of human TLR4.  
 
 By binding to TLR4/MD2, Tat protein induced TLR4 internalization in a dose and 
time dependent manner when analyzed in primary human monocytes, U937 promonocytic 
cell line and HEK TLR4-MD2-CD14 cell line. Pretreatment of cells with anti-TLR4 blocking 
antibody or with dynasore, a dynamin-dependent endosomal scission inhibitor, totally 
abolished the down modulation effect of Tat. These results suggest the importance of Tat-
TLR4/MD2 interaction for TLR4 internalization and indicate that endocytosis of TLR4 is 
dynamin dependent. By this mechanism, on the one hand, it negatively regulates MyD88 
dependent signaling (109) and, on the other hand, after its relocation in the endosome it will 
have the possibility of activating TRIF signaling (110, 111). Interestingly, our results show 
that Tat protein initiated an alternative regulatory pathway by activating SOCS1 and SOCS3 
expression. The expression of these SOCS proteins is TLR4-MD2 dependent. In agreement 
with previous data, this activation is also mediated by the N-terminal fragment Tat 1-45 but 




presence of anti-Tat antibodies. Activation of SOCS3 and SOCS1 by HIV-1 Tat protein in 
macrophages has been previously described by Akhtar L et al (78, 112). This activation was 
found to be elevated in SIV infected macaques. A similar increase of SOCS3 has been 
reported in human patients infected with HIV-1 and in macaques infected with SIV (81, 113). 
One possible explanation of this effect may be at the level of interferon type I inhibition, 
which in turn would allow the virus to escape control by the innate system. Indeed, SOCS3 
and SOCS1 have been reported to be induced by Mycobacterium avium and Toxoplasma 
gondii (114) respectively. By such mechanisms, several viruses, including HSV-I (115)and 
Influenza A virus (116), interfere with the antiviral effects of IFN type I and type II.  
 Considering the crucial role of PRR in the anti-viral immune defence, some viruses 
have evolved multiple mechanisms to hijack the initial function of TLR to their advantage so 
as to escape the control of the immune system or to infect their targets. For example, murine 
retrovirus MMTV by its envelope protein, and the respiratory syncytial virus (RSV) by its F 
protein, activate TLR4 and induce IL-10 production, thereby establishing an 
immunosuppression state favourable for viral replication. Interestingly, other viruses have 
developed strategies to interfere with TLR pathway activation. For example, vaccinia virus, 
by its A46R protein which shares a TIR-like domain, interferes with the TLR pathway to 
block both MyD88 dependent and independent signaling (117). Similarly, hepatitis virus C by 
its NS5A protein, forms insoluble complexes with MyD88 and inhibits the activation of the 
TLR4 pathway in murine macrophages (118). Measles virus by its hemagglutinin, interacts 
with TLR2 on human monocytes and ativates the expression of CD150, that is its own entry 
receptor. These reports indicate that TLR, the first line of innate immunity, can be hijacked by 
endogenous or viral ligands to promote the establishment of a pathological state or to escape 
viral containment. 
 Taken together, our results give the first description of a direct, high affinity 
interaction between HIV-1 Tat protein and TLR4/MD2. By hijacking this pathway, HIV-1, 
via its early expressed Tat protein, contributes to the establishment of an abnormal activation 
of the immune system via TNF-α, to the development of an immunosuppression state by the 
production of IL-10, a highly immunosuppressive cytokine, and the expression of negative 
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LEGENDS FOR FIGURES 
 
Figure 1. Tat induces TNF-α  and IL-10 production by its N-terminal domain 1-45.  
A) Monocytes (106) were incubated with total Tat protein: GST-Tat 1-101 or deleted mutants 
GST-Tat 30-72 or 1-45 (1, 10 nM). GST (10 nM) was used as control. B) In the same 
conditions, monocytes were stimulated with indicated amounts of recombinant or synthetic 
Tat protein. After 24 h of stimulation, TNF-α and IL-10 production were measured in culture 
supernatants by ELISA. Cytokine production is expressed in pg/ml. The data represent means 
and standard deviation (SD) of three independent experiments. 
C) Inhibition of cytokines induced by Tat (10 nM) in the presence of Mab (2 µg/ml) directed 
against Tat 1-15 or a mixture of 3 Mabs directed against 3 B-cell epitopes of Tat, localized 
within regions 1-15, 46-60 and 74-86 of Tat. Mabs were pre-incubated with Tat before 
stimulation of the monocytes for 24h. Results are representative of the ratio P/P0 between Tat 
cytokine production using incubation with Mabs (P) and cytokine production obtained by Tat 
alone (P0).  
D) Monocytes were incubated with native Tat, heated Tat (10 min at 100°C), oxidized Tat (1 
h at 25°C in 3% H2O2) or trypsin-digested Tat (1 h at 37°C) for 24 h. As controls, the same 
treatments were used for LPS and cytokine production was determined by ELISA. The data 
represent mean +/- SD (n ≥3). 
 
Figure 2. HIV-1 Tat-protein-induced TNFα  and IL-10 is TLR4-dependent. 
A-B) Monocytes were pretreated or not with increasing amounts of blocking antibodies 
against TLR4 or TLR2 or isotype control for 1h before stimulation by GST-Tat 1-101 (100 
nM).  
C) Mab anti-TLR4 (1 µg/ml) were incubated for 1 h with 106 primary human monocytes 
before stimulation with 1, 10 or 100 nM of Tat or with D) 100 nM of GST-Tat 1-101, GST-
Tat 1-45, or GST-Tat 30-72. GST was used as a control. Culture supernatants were recovered 
after 24 h and TNF-α and IL-10 were measured by ELISA. 
E) Dose-response panel: Monocytes were previously treated with increasing amounts of Mab 
anti-TLR4 for 60 min before stimulation with Tat. Competition panel: 10 nM of Tat were pre-
incubated with Mab anti-TLR4 (0.01-1 µg/ml) before being added to the monocytes. Kinetics 
panel: Monocytes were pre-incubated with Tat for 5, 10, 30 or 60 min before addition of Mab 




F) Monocytes were pretreated or not with anti-TLR4 antibodies at 0.1 or 1 µg/ml for 60 min 
and then washed twice before stimulation by Tat (10 nM). After 24h, TNF-α and IL-10 were 
measured in the culture supernatants by ELISA. The results are expressed in pg/ml. The 
values are representative of at least three independent experiments. 
 
Figure 3. Tat protein and its N-terminal fragment Tat 1-45 interact physically with 
TLR4-MD2 and MD2 but not with CD14.  
A) Recombinant human TLR4-MD2, MD2 and CD14 were coated at 1 µg/ml in the wells. 
After incubation with GST-Tat 1-101, GST-Tat 1-45, GST-Tat 30-72 or GST control (1 µM), 
interaction of Tat with coated recombinant human proteins was analyzed by ELISA. The data 
represent OD at 450 nm and are representative of one of three independent experiments.  
B) Recombinant human TLR4-MD2, MD2 and CD14 (1 µg/ml) were incubated with GST-
Tat 1-101, GST-Tat 1-45, GST-Tat 30-72 or GST control (1 µM) coupled to glutathione-
agarose beads. C-D) GST-pull down experiments. 500 µg of cellular extracts from HEK cell 
expressing TLR4-MD2-CD14 or not (C), or from primary human monocytes (D) were 
incubated or not with 1 µM of glutathione-agarose beads coupled to GST-Tat 1-101, GST-Tat 
1-45, GST-Tat 30-72 or GST as control. After incubation, interaction of Tat with TLR4-MD2, 
MD2 or CD14 was analyzed by western blot using specific antibodies. Soluble TLR4-MD2 
(sTLR4) was used as positive control.  
E) Purified human monocytes (107) were stimulated for 20 min with 1 µM of Tat, deleted 
mutants, or GST. After immunoprecipitation with Mab anti-TLR4, the presence of GST, Tat 
or Tat deleted mutants were analyzed by SDS-PAGE and WB. 
 
Figure 4. Tat interacts specifically and with high affinity with MD2 and TLR4-MD2. 
A-B) Increasing amounts of rhMD2 were coated in the wells. After incubation with a constant  
amount of GST-Tat 1-101 or GST-Tat 1-45 (1 µM), the binding of Tat to rhMD2 was 
detected by using anti-GST antibodies (1/500). The data represent OD at 450 nm +/- SD 
(triplicate) and are representative of one of three independent experiments. 
C-D) Increasing concentrations of GST-Tat 1-101 or GST-Tat 1-45 were incubated for 2 h 
with 10-2 µg/mL of coated rhMD2. The data represent OD at 450 nm +/- SD (triplicate) and 
are representative of one of three independent experiments. 
E) rhMD2 and rhTLR4-MD2 compete for Tat-rhMD2 interaction: GST-Tat 1-101 (0.1 µM) 
were pre-incubated for 1 h with PBS (control) or with increasing amounts of soluble rhMD2, 




to rhMD2 was analyzed as described above by measuring OD at 450 nm. Data represent mean 
+/- SD (n ≥3). 
 
Figure 5. Tat colocalizes with TLR4-MD2 at the cell surface membrane. 
A) HEK cells null or  HEK-TLR4-MD2-CD14 were pre-incubated with GST-Tat 1-101 or 
GST-Tat 1-45 or control GST during 15 min. GST+/-Tat were labelled with an anti-GST-555 
antibodies (red). WGA-633 (blue) was used to labelled the membrane of cells and DAPI 
(cyan) was used as a nuclear marker.  
B) HEK-TLR4-MD2-CD14 were pre-incubated with GST-Tat 1-45 during 15 min. TLR4 and 
Tat were labelled using primary antibody against anti-TLR4 and anti-Tat respectively. 
Complexes formed were then labelled with secondary antibodies against anti-Tat antibodies 
(Tat-555, red) and anti-TLR4 (TLR4-488, green). DAPI (blue) was used as nuclear marker. 
Scale bars are represented right down of each images. 
 
Figure 6. Tat protein fails to stimulate TNF−α  and IL-10 in macrophages from TLR4-/- 
MD2-/-, and CD14-/- mice. 
A-B) Tat induces mTNFα and mIL-10 production in wild type C57Bl/6 murine macrophages. 
Peritoneal macrophages (5.105/well) from wild type C57BL/6 mice were stimulated for 24 h 
with increasing concentration of GST-Tat 1-101, GST-Tat 1-45, GST-Tat 30-72 or GST as 
control. LPS was used as a positive control for cytokine production. The concentrations of 
mouse TNF-α and IL-10 in the supernatants were quantified by ELISA.  
C-F) TLR4, CD14 and MD2 cell surface membrane proteins are essential for TNF-α and IL-
10 production by Tat. Macrophages were isolated from Wt mice or mice KO for TLR4, TLR2 
(C-D) or CD14 or MD2 (E-F). The cells were stimulated with increasing concentrations of 
GST-Tat 1-101, GST-Tat 1-45 or GST as control. Positive control experiments were 
performed by using the following TLR ligands: LPS (TLR4-CD14-MD2) and Pam3CsK4 
(TLR2-CD14). Mouse TNF-α and IL-10 production were determined by ELISA.  
G-H) Human monocytes were pretreated with blocking antibodies, anti-CD14 or anti-MD2 
(0.1 - 1 µg/ml) for 60 min. Cells were then stimulated with GST or GST-Tat 1-101 (100 nM). 





Figure 7. Tat induces specific dynamin endocytosis of TLR4.  
A) U937, HEK TLR4- MD2-CD14 or human monocytes were stimulated or not with 10 or 
100 nM of GST+/-Tat for the times indicated. Surface expression of TLR4 in unstimulated 
(black line) or stimulated (pink, blue and red lines) cells was analyzed by flow cytometry 
using anti-TLR4 or isotype control IgG (tinted) stained with secondary FITC or PE 
antibodies. Data represent one of three independent experiments 
B) U937 were pre-incubated for 1 h with 1 µg/mL of blocking anti-TLR4 or C) HEK TLR4-
CD14-MD2 were pretreated with 80 µM of dynasore for 30 minutes before stimulation with 
GST+/-Tat (100 nM) for the time periods indicated. Cell surface expression of TLR4 was 
then analyzed as described above. 
 
Figure 8. The integrity of the raft domain is necessary for Tat-induced TNF-α  and IL-
10. 
A-B) Purified human monocytes (106) were pretreated with increasing amounts of raft 
disruption drug M-βCD (10, 60 min) or C-D) dynasore for 30 minutes before stimulation with 
GST-Tat 1-101 (100 nM) or LPS (10 ng/mL). After 24 h, IL-10 and TNF-α production in 
culture supernatants were quantified by ELISA. The data represent means and SD (n >3). As 
controls, cells were stimulated with PBS, DMSO or the highest drug concentration and 
cytokine production and cytotoxicity (tryptan blue) were analyzed.  
 
Figure 9. By its 1-45 domain, HIV-1 Tat induces of SOCS1 and SOCS3 expression.  
A) Human monocytes, dendritic cells or HEK TLR4 CD14 MD2 cells (106) were stimulated 
or not for 24 h with Tat (100 nM) and tested for SOCS1 expression by immunoblot using 
specific Abs. As a positive control, SOCS1 expression was stimulated with LPS (10 ng/mL) 
or LPS + IFN-γ (10 ng/mL). Actin was used as a loading control. 
B) HEK Null used as control or HEK cell line expressing TLR4-CD14-MD2 were stimulated 
with GST-Tat 1-45 (100 nM), GST-Tat30-72 (100 nM) or LPS (10 ng/mL) +/- IFN-γ (10 
ng/ml). The specificity of the Tat effect was tested by neutralizing its effect with anti Tat 
antibodies at 1 µg/mL. Stimulation with GST or anti-Tat alone were used as controls. Protein 
was subjected to immunoblot analysis with Abs specific to  SOCS1 or SOCS3. Actin was 























































	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  





Figure 10. LPS-induced TNFα  and IL-10 is TLR4-dependent. 
Monocytes were pretreated or not with increasing amounts of blocking antibodies against 
TLR4 or TLR2 or isotype control for 1h before stimulation by LPS 1 ng/mL. cytokines 
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Figure 11. Tat interacts specifically and with high affinity with MD2 and TLR4-MD2. 
rhMD2 and rhTLR4-MD2 compete for Tat-rhMD2 interaction: GST-Tat 1-101 and 1-45 (0.1 
µM) were pre-incubated for 1 h with PBS (control) or with increasing amounts of soluble 
rhMD2, rhTLR4-MD2 or rhCD14 before incubation with the coated rhMD2. Binding of Tat 
to rhMD2 was analyzed as described above by measuring OD at 450 nm. Data represent mean 
+/- SD (n ≥3). 





Figure 12. Tat protein fails to stimulate TNF−α  and IL-10 in macrophages from TLR4-/- 
MD2-/-, and CD14-/- mice. 
Macrophages were isolated from Wt mice (CH3HeJ) or mice deficient for TLR4 signaling 
(CH3HeN). The cells were stimulated with increasing concentrations of Tat 1-86, GST-Tat 1-
101, GST-Tat 1-45, GST as control or LPS. Mouse TNF-α and IL-10 production were 




























Figure 13. HIV-1 Tat uses Myd88 and TRIF signaling pathways to induce cytokines 
production.  
A-C) Peritoneal macrophages (5.105/well) from wild type C57BL/6 or MyD88, Mal or TRIF 
deficient mice were stimulated for 24 h with total Tat protein. Positive control experiments 
were performed by using the following TLR ligands: LPS (TLR4-CD14-MD2) and 
Pam3CsK4 (TLR2-CD14). Mouse IL-6, TNF-α and IL-10 production were determined by 
ELISA. The data represent means +/- SD of three independent experiments. 
D) THP-1 promonocytic cells (106) were stimulated (time, top lanes) with Tat 1-45 180 nM, 
lysed and equal protein concentrations were analyzed for Mal degradation by western blot 
using polyclonal antibody against Mal. Activation of TLR pathways was verified by 
immunobloting for IκB degradation. As controls same experiments were done with LPS and 
Pam3CsK4 (1 ug/mL).  
E) THP-1 cells were pretreated with 20 µM of the 26S proteasome inihibitor MG132 before 
stimulation with Tat for the indicated amounts of time. Lysates were assayed for Mal 





























Figure 14. TLR4 and its signaling pathways, MyD88 and TRIF, are implicated in 
MAPkinases and p65 activation by HIV-1 Tat.  
A) Monocytes (106) pretreated 1h with blockade anti-TLR4 (1 µg/ml) were stimulated by Tat 
or LPS for 30 min. Cytoplasmic and nuclear extracts were analyzed by western blot using 
specific antibodies for total and phosphorylated form of ERK1/2 and p38 MAPkinases or p65 
subunit of NF-κB. Cytoplasmic and nuclear fractions were normalized with total actin and 
TFIIB proteins respectively. B) Wt, TLR4, CD14, MD2 or C) Mal and TRIF KO 
macrophages mice (5.105) were stimulated or not with Tat (100 nM) or LPS (10 ng/mL). 
After 30 or 60 min of stimulation, cells were lysed and nuclear extracts were obtained and 
tested for NF-kB/p65 activation by western blot using specific antibodies. For loading control 










	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  







La protéine Tat du VIH-1 induit la production de l’IL-6 et l’IL-8 de 
manière TLR4-CD14-MD2 dépendante. 
 
Résumé 
 L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une activation chronique du système 
immunitaire. Cette dernière aboutit à des troubles neurologiques menant à la démence et à la 
prolifération anarchique de nombreuses cellules entraînant le développement de cancers tels 
que le sarcome de Kaposi. Ces effets sont principalement médiés par la production de 
cytokines et chimiokines, dont l’IL-6 et l’IL-8. 
 Dans ce travail, nous avons tenté de définir le facteur viral impliqué dans cette 
production de cytokines/chimiokines. Nous avons montré que c'est la protéine Tat du VIH-1 
qui agit à la membrane des monocytes/macrophages pour induire la production de l'IL-6 et de 
l’IL-8. Etant donné les résultats de nos précédents travaux, nous avons testé l’implication du 
complexe TLR4-CD14-MD2 dans la production d'IL-6 et d’IL-8 par Tat. Ainsi, nous avons 
montré qu’en bloquant l’activation du TLR4, Tat perd sa capacité à induire la production 
d’IL-6 et d’IL-8. Ces résultats ont été confirmés dans le model murins et dans les lignées 
HEK transfectées ou non avec le TLR4. De façon intéressante, nous avons aussi montré que 
lorsque le TLR4 est absent (macrophages KO ou lignées HEK) ou bloqué (anticorps 
bloquants, siRNA ou dominants négatifs), l'activation de NF-kB, nécessaire à la synthése de 
l’IL-6 et de l’IL-8 induite par Tat, est totalement inhibée. Ces résultats suggèrent que NF-κB 
est activé en aval du TLR4 pour la synthèse de cytokines. Nos résultats indiquent que Tat 
active le TLR4 et NF-κB pour induire la production d’IL-6 et d’IL-8. De plus, nos données 
montrent que la stimulation des cellules par Tat provoque l’internalisation et la régulation du 
TLR4.  
 Ces résultats montrent que Tat, par son domaine N-terminal, interagit avec le 
complexe TLR4-MD2 sur les monocytes/macrophages pour produire l'IL-6 et l’IL-8. Ces 
cytokines/chimiokines sont impliquées dans la dérégulation du système immunitaire et la 
progression de la maladie vers la phase SIDA. Cette étude suggère un nouveau mécanisme 
permettant au virus l’établissement de l'infection et pourrait contribuer à la compréhension 








Figure 1. HIV-1 Tat induce IL-6 and IL-8 production in 
monocytes/macrophages. A) Structure of total Tat and its deleted mutants, GST-Tat 
1-45 and GST-Tat 30-72. B) Monocytes or (C) Wt mouse macrophages were 
incubated with increasing amount of total Tat protein. After 24 h of stimulation, 
human or mouse IL-6 and IL-8 production were measured in culture supernatants by 
ELISA. Cytokine production is expressed in pg/ml. The data represent means and 



















Figure 2. HIV-1 Tat induce TLR4 dependent production of IL-6 and IL-8 
production by TLR4-CD14-MD2 dependent manner. A) Human monocytes were 
pretreated or not 1h, with 1 µg/ml of blocking antibodies against TLR4, before 
stimulation by increasing amount of total Tat. Culture supernatants were recovered 
after 24 h and  IL-6 production was measured by ELISA. B) Peritoneal macrophages 
(5.105/well) from wild type C57BL/6 or from TLR2 or TLR4 KO mice were 
stimulated for 24 h with increasing concentration of total Tat protein. Control 
experiments were performed by using the following TLR ligands: LPS (TLR4-CD14-
MD2) and Pam3CsK4 (TLR2-CD14). Mouse IL-6 production was determined by 












Figure 3. HIV-1 Tat induce of IL-6 and IL-8 production by a TLR4-CD14-MD2 
dependent manner. A) HEK cell lines expressing TLR4 or TLR4-CD14-MD2 
proteins were pretreated or not with 10 and 100 nM of GST-Tat 1-101 or its deleted 
mutants 1-45 or 30-72. For control experiments, HEK Null cells were used in the 
same conditions. The data represent means +/- SD of three independent experiments. 
B) HEK Null or HEK cell expressing TLR2-CD14 were pretreated or not with 
indicated amounts of total Tat or LPS or Pam3CsK4. After 24h, IL-8 production in 
culture supernatant was analyzed by ELISA. The data represent means +/- SD of three 
independent experiments. C) HEK-TLR4-CD14-MD2 cells were stimulated with 
GST-Tat 1-101 or mutant 1-45 previously incubated with 5 µg/mL of anti-Tat 
blocking antibodies. After 24h of stimulation, IL-8 production induced by Tat was 
quantified in the culture supernatant by ELISA. The data represent means +/- SD of 
three independent experiments. D) HEK-TLR4-CD14-MD2 cells were previously 
treated with increasing amounts of Mab anti-TLR4 or anti-TLR2 or isotypes control 
for 60 min before stimulation with Tat. After 24h, IL-8 production was measured in 
the culture supernatants by ELISA. The results are expressed in pg/ml. The values are 









































































































































































































































































Le	   VIH,	   tout	   comme	   de	   nombreux	   virus,	   est	   capable	   de	   déjouer	   le	   contrôle	   par	   le	  
système	  immunitaire	  innée	  et	  adaptatif	  mis	  en	  place	  pour	  défendre	  l’organisme.	  En	  effet,	  le	  
VIH,	   par	   ses	   nombreuses	   protéines	   virales,	   est	   capable	   d’interagir	   avec	   divers	   composés	  
cellulaires	   afin	   de	   les	   inhiber	   ou	   de	   les	   détourner	   à	   son	   profit.	   De	   façon	   générale,	   le	   VIH	  
comme	   d’autres	   virus,	   détourne	   la	   production	   des	   cytokines	   afin	   d’échapper	   au	   système	  
immunitaire	  et	  persister	  dans	  l’hôte	  (50,	  61,	  62,	  70,	  82,	  91-­‐93,	  272-­‐274,	  336-­‐342).	  En	  effet,	  
chez	   les	   patients	   infectés	   par	   le	   VIH-­‐1,	   on	   observe	   dès	   le	   stade	   asymptomatique	   une	  
dérégulation	  du	   système	   immunitaire.	   Plus	  particulièrement,	   on	  observe	  une	  perturbation	  
du	  réseau	  de	  cytokines	  au	  profit	  d’une	  réponse	  de	  type	  Th2,	  humorale	  et	  inefficace	  dans	  la	  
lutte	   contre	   le	   virus	   (74,	   75,	   337,	   343).	   C’est	   ainsi	   que	   chez	   les	   patients	   infectés,	   la	  
production	   de	   TNF-­‐α	   et	   d’IL-­‐10,	   participe	   activement	   à	   l’hyperactivation	   chronique	   et	  
l’affaiblissement	   du	   système	   immunitaire	   associé	   à	   la	   progression	   de	   la	   maladie	   vers	   la	  
phase	   SIDA.	   De	   nombreux	   travaux	   définissent	   l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	  
comme	  un	  facteur	  révélant	  la	  progression	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA	  (69,	  70,	  172,	  177).	  
En	   effet,	   cette	   hyperactivation,	   due	   aux	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   telles	   que	   le	   TNF-­‐α,	  
est	  associée	  à	  une	   importante	  perte	  des	   lymphocytes	  T	  du	   tractus	  gastro-­‐intestinal	  et	  à	   la	  
destruction	  de	   la	  barrière	   gastro-­‐intestinale.	  Ceci	   a	  pour	   conséquences	   la	   translocation	  de	  
produits	  microbiens	   au	   niveau	   systémique,	   la	   dérégulation	   du	   réseau	   de	   cytokines	   et	   par	  
conséquent:	  l’activation	  des	  réservoirs,	  la	  réplication	  virale	  et	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  
la	   phase	   SIDA.	   De	   façon	   intéressante,	   cette	   hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   est	  
aussi	  accompagnée	  d’une	  immunosuppression	  chez	  les	  patients	  infectés.	  Différents	  travaux	  
semblent	  montrer	  une	  association	  entre	  le	  taux	  d’IL-­‐10	  et	  l’évolution	  de	  la	  maladie.	  Chez	  les	  
patients	   atteints	   par	   le	   VIH-­‐1,	   la	  mutation	   592A/C	   au	   niveau	   du	   promoteur	   de	   l’IL-­‐10	   est	  
associée	   à	   l’évolution	   de	   la	  maladie	   vers	   le	   SIDA.	   Au	   contraire,	   les	   patients	   homozygotes	  
592C+/+	   évoluent	  moins	   rapidement	   vers	   ce	   stade.	   De	   plus,	   les	   patients	   homozygotes	   ou	  
hétérozygotes	  pour	  l’allèle	  592A,	  développent	  la	  maladie	  plus	  rapidement	  (73).	  Ces	  travaux	  
sont	   aussi	   en	   accord	   avec	   ceux	   montrant	   une	   relation	   directe	   entre	   la	   progression	   de	   la	  
maladie	   et	   l’augmentation	   sérique	  d’IL-­‐10	   chez	   les	   patients	   infectés,	   ou	   la	   réduction	  de	   la	  
production	   d’IL-­‐10	   chez	   les	   patients	   sous	   trithérapie	   (74,	   114).	   Ainsi,	   le	   VIH	  met	   en	   place	  
cette	  stratégie	  de	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokines	  afin	  de	  persister,	  se	  disséminer	  mais	  
aussi	   échapper	   au	   système	   immunitaire	   de	   l’hôte.	   Étant	   donné	   que	   la	   dérégulation	   du	  
réseau	  de	  cytokines	  est	  observée	  dès	  le	  stade	  asymptomatique,	  il	  ferait	  sûrement	  intervenir	  
des	  facteurs	  viraux	  et	  cellulaires.	  Un	  des	  facteurs	  viraux	  étudié	  au	  laboratoire	  est	  la	  protéine	  




très	  précocement	  au	  cours	  du	  cycle	  viral,	  qui	  est	  essentielle	  à	  la	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  
cytokines.	   Plus	   particulièrement,	   notre	   laboratoire	   a	  montré	   que	   la	   protéine	   Tat,	   par	   son	  
domaine	  N-­‐Terminal	  1-­‐45,	  agit	  à	  la	  membrane	  des	  monocytes	  afin	  d’induire	  la	  production	  de	  
nombreuses	  cytokines.	  En	  effet,	  nous	  avons	  montré	  que	   la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1	   induit	   la	  
production	  de	  TNF-­‐α	  et	  d’IL-­‐10	  en	  agissant	  à	  la	  surface	  des	  monocytes	  humains.	  Nous	  avons	  
aussi	   montré	   que	   Tat	   dérégule	   la	   production	   d’autres	   cytokines	   telles	   que	   l’IL-­‐6,	   l’IL-­‐8	   et	  
l’IFN-­‐γ	   par	   les	   monocytes.	   Du	   fait	   des	   propriétés	   de	   toutes	   ces	   cytokines,	   ceci	   suggère	  
fortement	  qu’in	  vivo,	   très	  précocement,	  Tat	  participerait	  activement	  à	   la	  pathogenèse	  et	  à	  
l’échappement	  du	  virus	  ainsi	  qu’à	  l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA.	  	  
	  
Notre	  étude	  a	  mis	  en	  évidence	  l’implication	  du	  TLR4-­‐MD2	  dans	  la	  sécrétion	  de	  TNF-­‐α,	  
d’IL-­‐6,	   d’IL-­‐8,	   d’IL-­‐10	   et	   IFN-­‐γ	   induite	   par	   Tat.	  Cette	   sécrétion	   de	   cytokines	   se	   fait	   par	   une	  
interaction	  directe	  spécifique	  et	  forte	  du	  domaine	  1-­‐45	  de	  Tat	  avec	  l’ectodomaine	  du	  TLR4-­‐
MD2.	  Nous	  avons	  aussi	  montré	  que	  Tat	  par	  son	  domaine	  1-­‐45	  active	  le	  complexe	  TLR4-­‐MD2	  
à	   la	   surface	   des	   cellules.	   Cette	   activation	   se	   traduit	   par	   la	   translocation	   du	   complexe	   Tat-­‐
TLR4-­‐MD2-­‐CD14	   aux	   rafts	   suivi	   de	   l’internalisation	   dynamine	   dépendante	   de	   ce	   dernier.	  
Cette	   activation	   et	   internalisation	   sont	   essentielles	   à	   l’induction	   de	   la	   signalisation	   et	   la	  
synthèse	   de	   cytokines	   induites	   par	   Tat	   chez	   les	  monocytes	   humains.	   En	   effet,	   nous	   avons	  
démontré	   l’implication	   du	   TLR4-­‐MD2-­‐CD14	   dans	   la	   signalisation	   décrite	   pour	   la	   synthèse	  
d’IL-­‐10	   et	   de	   TNF-­‐α	   induite	   par	   Tat.	   Plus	   précisément,	   le	   complexe	   TLR4-­‐MD2-­‐CD14	   est	  
indispensable	   à	   l’activation	   des	  MAP	   kinases	   p38,	   ERK1/2,	   de	   la	   PKC-­‐βII	   et	   du	   facteur	   de	  
transcription	   NF-­‐κB	   induits	   par	   Tat	   chez	   les	   monocytes	   primaires.	   En	   outre	   nous	   avons	  
montré	  que	  Tat	  utilise/détourne	  les	  voies	  Myd88	  dépendante	  et	  TRIF	  dépendante	  du	  TLR4,	  
afin	  d’activer	  les	  MAP	  kinases	  et	  NF-­‐κB	  responsables	  de	  la	  production	  de	  ces	  cytokines.	  De	  
façon	   intéressante,	   il	   apparaît	   également	   que	   Tat	   1-­‐45	   détourne	   l’activation	   du	   TLR4	   afin	  
d’induire	  des	  régulateurs	  négatifs	  des	  voies	  de	  signalisation,	  SOCS1	  et	  SOCS3.	  En	  effet,	  par	  
l’interaction	  avec	  le	  TLR4-­‐MD2,	  Tat,	  par	  son	  domaine	  1-­‐45,	  induit	  chez	  les	  monocytes	  et	  les	  
cellules	   dendritiques	   la	   synthèse	   de	   SOCS1	   et	   SOCS3.	   Ces	   protéines	   agissent	   comme	   des	  
régulateurs	  négatifs	  des	  voies	  de	  signalisation	  du	  TLR4	  mais	  aussi	  de	  l’IFN	  antiviral.	  Ainsi,	  par	  
nos	  travaux	  nous	  avons	  démontré	  pour	  la	  première	  fois,	  le	  détournement	  d’un	  récepteur	  de	  
l’immunité	   innée	  :	   le	   TLR4	   par	   la	   protéine	   virale	   Tat	   au	   profit	   du	   VIH-­‐1.	   Ceci	   permet	   de	  
provoquer	  une	  dérégulation	  du	  réseau	  de	  cytokines	  très	  précocement	  au	  cours	  de	  l’infection	  





	   De	  nombreux	  virus	  utilisent	  et	  détournent	  la	  voie	  des	  TLR	  à	  leurs	  profits.	  Les	  TLR	  étant	  
des	   récepteurs	   de	   l’immunité	   innée,	   responsables	   de	   la	   détection	   et	   l’élimination	   des	  
pathogènes	  mais	  aussi	  l’orientation	  des	  réponses	  immunitaires,	  il	  apparaît	  essentiel	  pour	  les	  
pathogènes	  de	  détourner	  voire	  d’inhiber	  leurs	  activations.	  C’est	  le	  cas	  notamment	  du	  virus	  
de	   la	   rougeole	   qui	   interagit	   avec	   le	   TLR4	   pour	   inhiber	   la	   synthèse	   d’IL-­‐2	   activatrice	   de	  
l’immunité	  cellulaire.	  Ce	  virus	  peut	  aussi	  interagir	  avec	  le	  TLR2	  pour	  induire	  l’expression	  de	  
son	   propre	   récepteur	   d’entrée	   le	   CD150	   à	   la	   surface	   des	   monocytes	   (296).	   Le	   cas	   du	  
rétrovirus	  murin	  MMTV,	  est	  aussi	  intéressant	  dans	  la	  mesure	  où	  l’activation	  du	  TLR4	  par	  ce	  
virus	   conduit	   indirectement	   à	   la	   sécrétion	   d’IL-­‐10	   par	   les	   cellules	   B,	   diminuant	   ainsi	   la	  
réponse	  antivirale	  ce	  qui	  favorise	  l’échappement	  du	  virus	  (283,	  344).	  De	  façon	  intéressante,	  
nous	  avons	  noté	  que	   la	  séquence	  de	   l’enveloppe	  du	  MMTV,	  qui	   interagit	  avec	   le	  TLR4,	  est	  
similaire	  à	   celle	  des	  15	  premiers	  acides	  aminés	  de	   la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1.	  On	  peut	  alors	  
penser	   que,	   comme	   la	   glycoprotéine	   d’enveloppe	   du	  MMTV,	   le	   domaine	  N-­‐terminal	   de	   la	  
protéine	   Tat	   serait	   un	   PAMP	   du	   TLR4.	   Cette	   reconnaissance	   permettrait	   à	   ces	   protéines	  
virales	  de	  détourner	   l’activation	  du	  TLR4	  afin	  d’induire	   le	  TNF-­‐α,	   l’IL-­‐6,	   l’IL-­‐8,	   l’IFN-­‐γ,	   l’IL-­‐10	  
mais	  aussi	  les	  régulateurs	  SOCS1	  et	  SOCS3.	  Avec	  l’expression	  de	  ces	  cytokines	  et	  régulateurs	  
via	  le	  TLR4,	  la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1	  contribue	  à	  l’affaiblissement	  du	  système	  immunitaire	  et	  
à	   l’échappement	   du	   virus	   aux	  mécanismes	   de	   surveillances	   de	   hôte.	   Tout	   comme	   le	   VIH,	  
d’autres	  virus	  sont	  capables	  de	  détourner	  l’activation	  des	  TLR	  à	  leurs	  profits.	  C’est	  le	  cas	  du	  
LCMV	   (lymphocytic	   choriomeningitis	   virus),	   qui	   active	   les	   cellules	   gliales	   et	   la	   production	  
d’IL-­‐6	   et	   de	   TNF-­‐α	   par	   le	   TLR2.	   Cette	   production	   de	   cytokines	   contribue	   à	   l’évasion,	   la	  
réplication	  et	   la	  dissémination	  du	  LCMV	  (345).	  Enfin,	  d’autres	  virus	  sont	  capables	  d’inhiber	  
directement	  la	  transduction	  du	  signal	  passant	  par	  les	  TLR.	  Ceci	  afin	  d’empêcher	  l’activation	  
efficace	   de	   la	   réponse	   antivirale.	   Par	   exemple,	   la	   protéine	   A46R	   du	   virus	   de	   la	   vaccine	  
interfère	   avec	   les	   voies	   de	   signalisation	   MyD88	   dépendante	   et	   indépendante	   par	   son	  
domaine	  TIR	  (327).	  Elle	  participerait	  ainsi	  à	  la	  virulence	  du	  virus.	  La	  protéine	  NS5A	  du	  virus	  
de	   l’hépatite	   C	   co-­‐immunoprécipite	   avec	   MyD88	   et	   inhibe	   de	   ce	   fait,	   la	   voie	   MyD88	  
dépendante	  dans	  les	  macrophages	  de	  souris	  (328).	  La	  modulation	  de	  la	  réponse	  immunitaire	  
par	   NS5A	   du	   virus	   de	   l’hépatite	   C	   pourrait	   en	   partie	   expliquer	   la	   chronicité	   de	   l’infection	  
caractérisée	  par	  une	   faible	   réponse	  des	  cellules	  T	  CD4	  et	  CD8.	  Ces	  données	  montrent	  que	  
certains	  virus	  sont	  capables	  d’échapper	  au	  système	  immunitaire	  en	  agissant	  dès	  la	  mise	  en	  
place	  de	   la	  réponse	   innée,	  par	  exemple	  en	   interférant	  directement	  avec	   les	  TLR	  ou	  encore	  




protéine	   Tat,	   quant	   à	   elle,	   détournerait	   les	   voies	   de	   transduction	   du	   TLR	   pour	   induire	  
directement	  la	  sécrétion	  de	  cytokines	  pro-­‐inflammatoires	  telles	  que	  le	  TNF-­‐α,	  l’IL-­‐6	  et	  l’IL-­‐8.	  
Ceci	  permettrait	  de	  contribuer	  à	  l’hyperactivation	  du	  système	  immunitaire	  et	  l’apoptose	  des	  
cellules	  exprimant	  le	  TNFR.	  D’autres	  part,	  en	  activant	  l’expression	  des	  SOCS1	  et	  SOCS3,	  Tat	  
inhiberait	   l’action	   des	   IFN	   antiviraux,	   produits	   lors	   de	   la	   reconnaissance	   du	   virus	   par	   les	  
cellules.	  Ainsi,	  Tat	  inhiberait	  la	  mise	  en	  place	  de	  l’immunité	  innée	  et	  préviendrait	  la	  mort	  des	  
cellules	   infectées.	   En	   parallèle,	   en	   induisant	   la	   production	   d’IL-­‐10,	   une	   cytokine	  
immunosuppressive,	   Tat	   contribuerait	   à	   l’affaiblissement	   du	   système	   immunitaire	   et	  
l’échappement	  du	  virus.	  
	   Nos	  travaux	  montrent	  plus	  en	  détails	  que	  Tat	  active	  les	  voies	  dépendantes	  de	  Myd88	  
et	  de	  TRIF	  du	  TLR4	  pour	  induire	  l’IL-­‐10,	   le	  TNF-­‐α	  et	   l’IL-­‐6.	  Cependant,	  nos	  travaux	  montrent	  
clairement	  que	  l’activation	  de	  ces	  voies	  de	  signalisations	  nécessite	  l’activation	  du	  TLR4,	  mais	  
aussi	   la	   présence	   des	   ses	   cofacteurs	   CD14	   et	   MD2.	   De	   façon	   importante,	   nos	   travaux	  
montrent	   l’importance	  de	   la	  translocation	  du	  complexe	  Tat-­‐TLR4-­‐CD14-­‐MD2	  aux	  rafts	  et	  de	  
son	  internalisation	  dans	  l’activation	  des	  voies	  de	  signalisation	  et	  la	  production	  de	  cytokines.	  
En	   effet,	   l’utilisation	   d’anticorps	   bloquants	   MD2	   et/ou	   CD14	   ne	   présentent	   que	   très	   peu	  
d’effets	   sur	   l’inhibition	   de	   la	   production	   de	   cytokines	   par	   Tat.	   Par	   contre,	   même	   si	   Tat	  
n’interagit	  pas	  avec	   le	  CD14,	   l’utilisation	  des	  modèles	  murins	  montrent	   l’importance	  de	  ces	  
cofacteurs	  :	   CD14	   et	   MD2,	   pour	   initier	   une	   signalisation	   et	   permettre	   la	   production	   de	  
cytokines.	  Ceci	  peut	  s’expliquer	  principalement	  par	  le	  rôle	  important	  de	  ces	  cofacteurs	  dans	  
le	  transport	  du	  TLR4	  à	  la	  surface	  cellulaire	  ou	  leurs	  rôles	  dans	  l’internalisation	  du	  TLR4	  activé	  
suite	   à	   sa	   stimulation.	   En	   effet,	   la	   protéine	   MD2	   est	   essentielle	   au	   TLR4,	   car	   elle	   reste	  
indispensable	   à	   son	   export	   membranaire.	   De	   plus,	   récemment	   il	   a	   été	   décrit	   une	  
phosphorylation	   de	   MD2	   suite	   à	   la	   stimulation	   du	   TLR4	   par	   le	   LPS.	   Ce	   MD2	   phosphorylé	  
pourrait	   alors	   être	   responsable	   de	   l’activation	   des	   cascades	   de	   signalisations	   nécessaires	   à	  
l’induction	   des	   voies	  Myd88	   et	   TRIF	   dépendante.	   Dans	   ce	   papier,	   les	   auteurs	   démontrent	  
clairement	  que	   la	  phosphorylation	  de	  MD2	  dépend	  de	   l’	  endocytose	  dynamine	  dépendante	  
du	  TLR4.	  Ceci	  traduit	  alors	  l’implication	  d’un	  mécanisme	  complexe	  d’activation	  du	  TLR4	  suite	  
à	   la	   liaison	   du	   LPS.	   Cette	   étude	   met	   aussi	   en	   avant	   le	   lien	   encore	   méconnu	   entre	  
l’internalisation	  du	  complexe	  TLR4	  activé	  et	   l’initiation	  des	  voies	  de	  signalisations	  Myd88	  et	  
TRIF	  dépendante.	   Le	  CD14	  est	   lui	   connu	  pour	  être	   responsable	  de	   l’internalisation	  du	  TLR4	  
activé	  et	  recruté	  aux	  rafts.	  Il	  est	  clairement	  établi	  par	  divers	  travaux,	  qu’en	  absence	  de	  CD14,	  
le	  TLR4	  ne	  peut	  être	   internaliser.	  Des	  études	  récentes	  montrent	  que	   la	  seule	  expression	  du	  




signalisation	   TRIF	   dépendante	   (320).	   L’internalisation	   du	   TLR4	   est	   importante	   car	   de	  
nombreux	   travaux,	   dont	   ceux	   dirigés	   par	   l’équipe	   de	   Kagan,	   suggèrent	   une	   activation	  
séquentielle	  des	  voies	  de	  Myd88	  et	  TRIF	  dépendante	  (315).	  Dans	  ces	  travaux,	  il	  apparaît	  que	  
lorsque	  que	  le	  TLR4	  est	  activé	  puis	  recruté	  aux	  rafts,	  la	  voie	  Myd88	  dépendante	  est	  activée	  à	  
la	  membrane	   plasmique.	   La	   seconde	   voie	   de	   signalisation,	   la	   voie	   dépendante	   de	   TRIF,	   se	  
ferait	  plus	  particulièrement	  au	  niveau	  des	  endosomes.	  En	  effet,	   il	  apparaît	  que	  l’adaptateur	  
TRAM	  soit	   localisé	  au	  niveau	  des	  endosomes	  précoces	  et	  nécessite	  une	  myristoylation	  afin	  
d’être	   activé.	   Ainsi,	   en	   activant	   le	   TLR4,	   une	   signalisation	   très	   précoce	   permettrait	  
l’invagination	   membranaire	   et	   l’internalisation	   du	   complexe	   activé.	   Cette	   signalisation	  
précoce	  dépendrait	  du	  CD14,	  qui	  en	  retour,	  activerait	  le	  MD2	  et	  permettrait	  d’initier	  la	  voie	  
dépendante	  de	  Myd88.	  Une	  fois	  le	  complexe	  internalisé,	  la	  voie	  dépendante	  de	  TRIF	  se	  ferait	  
plus	  tardivement	  au	  niveau	  des	  endosomes.	   Il	  serait	  toutefois	   intéressant	  de	  suivre	   le	  trafic	  
endocytaire	  du	  TLR4	  et	  de	   la	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1,	  afin	  de	  connaître	   le	  «	  routing	  »	  de	  ces	  
derniers.	   Plus	   particulièrement,	   afin	   de	   savoir	   si	   Tat	   et	   le	   TLR4	   suivent	   une	   voie	  
d’internalisation	  classique	  :	  endosomes,	  lysosomes	  ou	  bien	  une	  voie	  qui	  leurs	  est	  propre.	  
	  
Nos	   travaux	   indiquent	  aussi	  que	  Tat	  utilise	  ces	  2	  voies	  de	  signalisations	  du	  TLR4	  afin	  
d’activer	   les	   MAP	   kinases	   et	   NF-­‐κB.	   En	   accord	   avec	   la	   littérature,	   les	   MAP	   kinases	   p38,	  
ERK1/2	  et	   le	   facteurs	  de	  transcription	  NF-­‐κB	  ont	  déjà	  été	  décrits	  dans	   les	  signalisations	  du	  
TLR4	  (314).	  Ceci,	  conforte	  la	  possibilité	  que	  le	  VIH-­‐1	  utilise	  le	  TLR4	  pour	  induire	  la	  synthèse	  
d’IL-­‐10	   mais	   aussi	   des	   autres	   cytokines.	   Tat	   induit	   l’activation	   des	   PKC-­‐βII	   et	   -­‐δ	   pour	   la	  
production	   d’IL-­‐10.	   De	   nombreux	   travaux	   décrivent	   l’implication	   des	   PKC-­‐ε,	   -­‐δ,	   -­‐ζ,	   -­‐ι	   dans	  
l’activation	  et	  la	  régulation	  des	  molécules	  de	  signalisation	  associées	  au	  TLR4	  (277,	  279,	  280).	  
En	  effet,	   il	  apparaît	  que	   la	  PKC-­‐δ	   intervient	  dans	   la	  phosphorylation	  de	   l’adaptateur	  TIRAP,	  
présent	  dans	   la	  signalisation	  Myd88	  dépendante	  du	  TLR4.	  De	  même,	  des	  études	  montrent	  
l’implication	  des	  PKC-­‐β	  et	   -­‐δ	  dans	   la	   signalisation	  du	  TLR4	   (346,	  347).	  Récemment,	   il	   a	  été	  
montré	  que	  la	  PKC-­‐βII	   intervient	  dans	  la	  signalisation	  de	  NF-­‐κB	  au	  niveau	  des	  LB	  (348).	  Dès	  
lors,	   on	   peut	   se	   demander	   si	   la	   PKC-­‐βII	   intervient	   dans	   l’activation	   de	   NF-­‐κB	   suite	   à	  
l’activation	   des	   TLR.	   L’activation	   des	   PKC	   dans	   la	   signalisation	   des	   TLR	   n’est	   donc	   pas	   à	  
exclure.	   En	   aval	   des	   PKC,	   Tat	   active	   les	   MAP	   kinases	   ERK1/2	   et	   p38,	   pour	   induire	   la	  
production	   de	   cytokines	   par	   les	  monocytes	   humains	   (118,	   266,	   267).	   En	   plus	   de	   son	   rôle	  
dans	   la	  production	  de	  cytokines,	   l’activation	  de	   la	  voie	  MAP	  kinase	  par	  Tat,	  peut	  avoir	  des	  
effets	  directs	  sur	  la	  réplication	  virale	  et	  la	  déplétion	  des	  cellules	  T	  CD4.	  En	  effet,	  l’inhibition	  




virales	  (349).	  Les	  MAP	  kinases	  semblent	  impliquées	  dans	  la	  réplication	  virale	  via	  NF-­‐κB,	  qui	  
contribue	   à	   l’activation	   du	   LTR	   (350)	   et	   l’apoptose	   des	   cellules	   voisines	   infectées	   ou	   non	  
(351).	  La	  protéine	  Nef	  du	  VIH-­‐1	  peut	  aussi	  activer	   la	  voie	  des	  MAP	  kinases.	  Cette	  dernière,	  
active	   le	   facteur	   de	   transcription	   AP-­‐1	   afin	   de	   stimuler	   l’expression	   de	   Fas-­‐L	   et	   induire	  
l’apoptose	   des	   cellules	   infectées	   (352).	   Il	   serait	   intéressant	   de	   chercher	   si	   la	   protéine	   Tat	  
utilise	   le	  même	  mécanisme	  pour	   induire	   l’apoptose	   des	   LT.	   De	  manière	   similaire,	   les	  MAP	  
kinases	  ERK1/2	  semblent	  activer	  la	  réplication	  virale	  en	  induisant	  la	  transactivation	  du	  LTR,	  
suite	  à	  l’activation	  des	  CCR5	  membranaires	  (353).	  Tous	  ces	  mécanismes	  sont	  exploités	  par	  le	  
VIH-­‐1	  afin	  de	  conduire	  à	  l’activation	  des	  voies	  de	  signalisation	  aboutissant	  à	  la	  dérégulation	  
du	   réseau	   de	   cytokines,	   à	   la	   persistance	   et	   à	   l’échappement	   du	   virus	   au	   système	  
immunitaire.	  
	  
La	  protéine	  Tat	  du	  VIH-­‐1	  utilise	  donc	  les	  voies	  du	  TLR4	  afin	  d’induire	  le	  TNF-­‐α	  par	  les	  
monocytes	   humains.	   Cette	   production	   de	   TNF-­‐α	   est	   importante	   puisqu’elle	   participe	  
activement	   à	   la	   réplication	   du	   virus,	   la	   réactivation	   des	   réservoirs	   latents	   mais	   aussi	   à	   la	  
pathogénèse	   du	   VIH.	   En	   effet,	   l’utilisation	   du	   TLR4	   pour	   la	   synthèse	   de	   TNF-­‐α	   par	   les	  
monocytes	  pourrait	  expliquer	  la	  corrélation	  établie	  entre	  l’augmentation	  de	  l’expression	  du	  
TLR4	  au	  niveau	  du	  SNC	  et	  la	  neurodégénérescence	  associée	  au	  VIH	  (354).	  En	  effet	  comme	  le	  
LCMV,	   le	  VIH-­‐1,	   par	   l’interaction	  Tat-­‐TLR4,	   favoriserait	   la	   réplication	   virale	   et	   l’invasion	  du	  
SNC.	  Le	  TNF-­‐α produit	  par	  la	  protéine	  Tat	  joue	  aussi	  un	  rôle	  important	  dans	  l’apoptose	  des	  
cellules	  exprimant	  TRAIL,	  dont	  les	  LT.	  De	  manière	  intéressante,	  une	  étude	  comparative	  entre	  
le	  macaque	  et	   le	  sooty	  mangabey	  suggère	  un	  rôle	  essentiel	  du	  TNF-­‐α dans	   l’établissement	  
de	   l’hyperactivation	   associée	   à	   la	   maladie	   et	   l’évolution	   vers	   la	   phase	   SIDA.	   Dans	   cette	  
étude,	  les	  auteurs	  montrent	  que	  les	  monocytes	  de	  macaques	  produisent	  plus	  de	  TNF-­‐α,	  en	  
réponse	   à	   une	   infection,	   comparativement	   au	   sooty	   mangabey	   qui	   ne	   développe	   pas	   la	  
maladie.	   Ceci	   suggère	   que	   la	   production	   de	   TNF-­‐α	   serait	   à	   l’origine	   de	   l’hyperactivation	  
conduisant	  à	   l’apoptose	  des	  LT,	   l’affaiblissement	  du	  système	  immunitaire,	   la	  destruction	  de	  
la	  barrière	  gastro-­‐intestinale	  et	  l’apparition	  du	  SIDA.	  	  
De	   plus,	   nous	   avons	   montré	   que	   Tat	   induit	   la	   production	   d’IL-­‐8	   et	   d’IL-­‐6	   par	   les	  
monocytes.	   Ces	   cytokines	   sont	   importantes	   car	   impliquées	   dans	   le	   chimiotactisme	   des	  
cellules	  et	   l’activation	  du	  système	   immunitaire.	   Il	  apparaît	  entre	  autre,	  que	   la	  protéine	  Tat	  
induit	  aussi	   la	  sécrétion	  d’IL-­‐8	  et	  d’IL-­‐2	  par	   les	  LT	   (236).	  On	  peut	  alors	  se	  poser	   la	  question	  




pourrait	  que	  l’interaction	  Tat-­‐TLR4-­‐MD2	  soit	  responsable	  de	  l’augmentation	  sérique	  de	  TNF-­‐
α,	  d’IL-­‐10	  mais	  également	  de	  la	  production	  d’IL-­‐8	  et	  d’	  IL-­‐2.	  Les	  IL-­‐8	  et	  IL-­‐2	  interviendraient	  
dans	   le	   recrutement	   des	   neutrophiles,	   l’activation	   des	   cellules	   de	   l’immunité	   et	  
participeraient	  à	  l’invasion	  du	  VIH.	  De	  plus,	  l’engagement	  répété	  des	  TLR	  mène	  à	  la	  synthèse	  
d’IFN-­‐γ	   conduisant	   à	   l’anergie	   des	   LT	   (334).	   Ces	   LT	   producteurs	   d’IFN-­‐γ	   représentent	   une	  
source	   importante	   d’IL-­‐10	   au	   cours	   d’une	   infection	   virale	   (335).	   L’engagement	   répété	   des	  
TLR	  au	  niveau	  des	  LT	   serait	  donc	   responsable	  de	   l’immunosuppression.	  Ainsi,	   il	   se	  pourrait	  
qu’au	  niveau	  des	  organes	  lymphoïdes	  secondaires,	  Tat	  active	  de	  manière	  répétée	  le	  TLR4	  à	  
la	   surface	   des	   monocytes	   et	   lymphocytes	   pour	   induire	   leurs	   activations	   chroniques	  
provoquant	  par	   la	  même	   la	   synthèse	  de	   TNF-­‐α	   et	   d’IL-­‐10	  qui	   participeraient	   activement	   à	  
l’évolution	  de	  la	  maladie	  vers	  la	  phase	  SIDA. 
De	   nombreux	   mécanismes	   d’échappements	   viraux	   font	   intervenir	   l’IL-­‐10	   comme	  
stratégie	  d’évasion	  au	  système	  immunitaire.	  C’est	  le	  cas	  des	  Poxvirus,	  du	  HCMV	  et	  du	  virus	  
Epstein-­‐Barr	  qui	  synthétisent	  un	  homologue	  viral	  de	  l’IL-­‐10	  qui	  facilite	  le	  développement	  de	  
l’infection	  en	  réprimant	  la	  réponse	  antivirale	  et	  l’initiation	  de	  la	  réponse	  cellulaire	  Th1	  (355).	  
Le	   LCMV,	   lui	   aussi,	  persiste	  dans	   l’organisme	  en	   induisant	   la	  production	  d’IL-­‐10	  par	   les	  DC	  
(345).	  Dans	  l’infection	  au	  VIH-­‐1,	  l’augmentation	  de	  l’IL-­‐10	  semble	  étroitement	  corrélée	  avec	  
l’évolution	  de	   la	  maladie	  vers	   le	  stade	  SIDA	  [38].	  En	  accord	  avec	  cette	  observation,	   il	  a	  été	  
montré	   que	   les	   personnes	   produisant	   moins	   d’IL-­‐10,	   à	   cause	   d’une	   mutation	   sur	   le	  
promoteur	   de	   l’IL-­‐10	   (IL-­‐10-­‐5’-­‐592A),	   évoluent	   moins	   rapidement	   vers	   le	   stade	   SIDA.	   Les	  
résultats	   in	   vitro	   montrent	   aussi	   l’effet	   immunosuppresseur	   de	   l’IL-­‐10	   sur	   la	   capacité	   de	  
prolifération	  des	  LT	  suite	  à	  la	  stimulation	  par	  un	  antigène	  spécifique.	  En	  effet,	  les	  travaux	  de	  
Clerici	  et	  al.	  et	  plus	  récemment,	  ceux	  de	  Brockman	  et	  al.	  ont	  montré	  que	  les	  LT	  	  de	  patients	  
asymptomatiques	  retrouvent	  leurs	  capacités	  de	  prolifération	  suite	  à	  la	  neutralisation	  de	  l’IL-­‐
10	  (108).	  Notons	  aussi,	  que	  des	  travaux	  récents	  ont	  montré	  chez	  des	  souris	  immunisées	  avec	  
la	   gp120	   une	   réponse	   Th1	   qui	   «	  switch	  »	   vers	   un	   profil	   Th2	   lorsque	   les	   souris	   sont	  
immunisées	   avec	   la	   gp120	   et	   Tat.	   L’analyse	   de	   ces	   travaux	   a	   permis	   de	   montrer	   que	   ce	  
«	  switch	  »	  est	  médié	  principalement	  par	  la	  capacité	  de	  Tat	  à	  stimuler	  la	  production	  d’IL-­‐10.	  
Ces	  auteurs	  ont	  pu	  mimer	  l’effet	  de	  Tat	  en	  immunisant	  les	  souris	  avec	  la	  gp120	  en	  présence	  
d’IL-­‐10	  recombinante	  (166).	  	  
	  
De	  manière	  intéressante,	  de	  nombreux	  travaux	  relatent	  la	  capacité	  des	  cytokines	  pro-­‐
inflammatoires	   à	   induire	   l’expression	   de	   nombreux	   facteurs	   de	   régulation	   ou	  




synthèse	  d’IL-­‐10.	  En	  effet,	   il	  a	  été	  décrit	  que	  le	  VIH-­‐1	  par	  l’intermédiaire	  des	  TLR7/9,	  induit	  
une	  signalisation	  Myd88	  dépendante	  permettant	  d’	  augmenter	  directement	  l’expression	  du	  
ligand	  de	  PD-­‐1	  :	  PD-­‐1L	  au	  niveau	  des	  cellules	  présentatrices	  de	   l’antigène.	  Ceci	  contribue	  à	  
l’anergie	  des	  LT	  et	  à	   l’évolution	  de	   la	  maladie	  vers	   le	  stade	  SIDA	   (332).	  Plus	   récemment,	   le	  
groupe	  de	  Sékaly	  a	  montré	  que	  la	  stimulation	  des	  TLR	  par	  les	  produits	  bactériens	  de	  la	  flore	  
intestinale	  augmente	  l’expression	  de	  PD-­‐1	  sur	  les	  monocytes	  des	  patients	  séropositifs	  pour	  
le	   VIH-­‐1	   (110).	   Les	   monocytes	   exprimant	   PD-­‐1	   interagissent	   avec	   PDL-­‐1,	   à	   la	   surface	   des	  
cellules	   et	   provoquent	   la	   production	   d’IL-­‐10,	   responsable	   de	   l’affaiblissement	   du	   système	  
immunitaire.	   Cette	   interprétation	   est	   en	   accord	   avec	   la	   restauration	   de	   la	   fonction	   des	   LT	  
CD4,	  suite	  à	   la	  neutralisation	  de	   l’interaction	  PD-­‐1-­‐PDL-­‐1	  ou	  IL10-­‐IL-­‐10R	  (356).	  De	  plus,	  des	  
études	  réalisées	  dans	  le	  modèle	  macaques/sooty	  mangabey	  confirment	  le	  rôle	  important	  de	  
l’expression	   de	   ce	   système	   dans	   l’évolution	   de	   la	   maladie.	   Tout	   comme	   l’homme,	   les	  
macaques	  ne	   vont	   exprimer	  que	   très	   tardivement	   ce	   système	  PD1/PD1L.	  Au	   contraire,	   les	  
sooty	   mangabey	   qui	   ne	   développent	   pas	   la	   maladie	   vont	   exprimer	   très	   précocement	   le	  
système	  PD1/PD1L.	  Ceci	  permet	  alors	  de	  montrer	  que	  la	  régulation	  de	  l’hyperactivation	  du	  
système	   immunitaire	   joue	   un	   rôle	   primordial	   dans	   l’évolution	   de	   la	  maladie	   vers	   la	   phase	  
SIDA.	  Des	  mécanismes	  similaires	  de	  dysfonctionnement	  immuns	  et	  de	  persistance	  virale	  ont	  
été	  décrits	  pour	  d’autres	  virus	  tels	  que	  le	  LCMV.	  En	  effet,	  la	  persistance	  dans	  cette	  infection	  
se	  caractérise	  par	  une	  augmentation	  de	  l’expression	  du	  système	  PD1-­‐PD1-­‐L	  à	  la	  surface	  des	  
cellules	  de	  l’immunité	  et	  une	  production	  d’IL-­‐10	  par	   les	  cellules	  présentatrices	  d’antigènes.	  
L’utilisation	  d’anticorps	  bloquants	   l’interaction	   IL10-­‐IL-­‐10R,	   là	   encore,	   permet	  de	   restaurer	  
une	   fonction	   T	   normale	   et	   entraîner	   la	   clairance	   virale.	   Ainsi,	   ces	   deux	   facteurs	   semblent	  
jouer	  un	  rôle	  important	  dans	  le	  dysfonctionnement	  de	  la	  réponse	  immune	  et	  la	  persistance	  
virale.	   Il	   serait	   intéressant	   d’évaluer	   l’impact	   de	   la	   stimulation	   du	   TLR4	   par	   Tat	   sur	  
l’expression	   du	   système	   PD1/PDL1	   in	   vivo	   et	   in	   vitro.	   Dans	   notre	   étude,	   le	   mécanisme	  
d’échappement	  viral	  mis	  en	  évidence	  serait	  similaire	  à	  celui	  du	  MMTV	  (TLR4)	  ou	  de	  Yersinia	  
enterolitica	  (TLR2),	  c’est	  à	  dire	  que	  le	  VIH	  par	  sa	  protéine	  Tat	  utilise	  le	  TLR4	  pour	  stimuler	  la	  
synthèse	   d’IL-­‐10	   et	   favoriser	   l’expression	   de	   PD1/PDL1	   afin	   d’instaurer	   un	   état	  
immunosuppressif.	  
	  
	   Un	  autre	  mécanisme	  d’affaiblissement	  du	  système	  immunitaire	  au	  cours	  d’infections	  
virales	   persistantes	   est	   l’augmentation	   de	   l’expression	   et	   de	   l’activité	   de	   l’enzyme	  
immunosuppressive	   IDO	   (indoleamine	   2,3-­‐dioxygenase).	   Plusieurs	   travaux	   ont	  montré	   que	  




(357,	  358).	   Plus	  précisément,	   il	   a	  été	  montré	  que	   le	  VIH	  active	   l’expression	  d’IDO	  chez	   les	  
monocytes,	  DC	  et	  pDC	   (359).	  Cette	  augmentation	  d’IDO	  est	   responsable	  de	   la	  dégradation	  
du	  tryptophane	  en	  kynurénine,	  un	  composé	  neurotoxique.	  La	  déplétion	  du	  tryptophane,	  un	  
acide	   aminé	   essentiel,	   a	   pour	   conséquence	   d’inhiber	   la	   prolifération	   lymphocytaire	   et	   la	  
production	   d’IFN-­‐ɣ.	   Ceci	   contribue	   à	   l’échappement	   du	   virus,	   la	   persistance	   virale	   et	   la	  
pathogénèse	  associée	  à	  l’infection.	  L’un	  des	  mécanismes	  mis	  en	  place	  par	  le	  VIH	  pour	  activer	  
l’enzyme	   IDO	  est	   la	  protéine	  virale	  Tat	   (264,	  265).	  En	  effet,	  des	   travaux	  ont	  montré	  que	   la	  
protéine	  Tat	  pourrait	  être	  impliquée	  dans	  la	  production	  de	  l’enzyme	  IDO.	  IDO	  a	  pour	  effets	  
de	  polariser	   la	   réponse	  Th17	  vers	  une	  réponse	  Treg,	  moins	   favorable	  pour	   le	  maintient	  de	  
l’intégrité	   de	   la	   barrière	   gastro-­‐intestinale.	   Cette	   barrière	   détruite,	   cela	   favoriserait	   la	  
translocation	   de	   produits	   microbiens	   et	   de	   ce	   fait	   l’hyperactivation	   chronique	   et	   la	  
dérégulation	  du	  système	  immunitaire.	  Il	  serait	  alors	  intéressant	  de	  voir	  ici	  aussi,	  l’implication	  
du	   TLR4	   dans	   l’augmentation	   d’IDO	   par	   la	   protéine	   Tat	   du	   VIH-­‐1.	   Ceci	   afin	   de	   mieux	  
comprendre	   comment	   la	   protéine	   Tat	   en	   interagissant	   avec	   le	   TLR4	   pourrait	   moduler	   le	  
profil	  des	  cytokines	  et	  influencer	  la	  spécificité	  de	  la	  réponse	  immune.	  	  
	  
	   Nos	   travaux	   au	   laboratoire	  montrent	   aussi	   que	   Tat,	   par	   son	   domaine	   1-­‐45,	   active	  
l’expression	  des	  régulateurs	  SOCS1	  et	  SOCS3	  chez	  les	  monocytes,	  DC	  et	  la	  lignée	  HEK-­‐TLR4-­‐
CD14-­‐MD2.	  Nos	  résultats	  sont	  en	  accord	  avec	  des	  travaux	  récents	  de	  la	  littérature.	  En	  effet,	  
l’expression	   de	   SOCS3	   et	   SOCS1	   induite	   par	   la	   protéine	   Tat	   dans	   les	   macrophages	   a	   été	  
précédemment	  décrit	  par	  Akhtar	  L	  et	  al	  (360,	  361).	  Dans	  ces	  travaux,	  l’activation	  induite	  par	  
Tat	  est	  beaucoup	  plus	  élevée	  dans	  les	  macaques	  infectés	  que	  dans	  les	  sooty	  mangabey	  qui	  
ne	  développent	  pas	   le	  SIDA.	  D’autres	  études	  ont	   confirmé	  ces	   résultats.	  De	  plus,	  elles	  ont	  
rapporté	  qu’	  une	  augmentation	   similaire	  de	  SOCS3	  est	  observée	   chez	   les	  patients	   infectés	  
par	   le	  VIH-­‐1	  (362,	  363).	  Divers	  travaux	  ont	  montré	   la	  capacité	  de	  Tat	  à	   induire	   l’expression	  
de	   SOCS2.	   Cependant,	   l’induction	   des	   SOCS	   par	   Tat	   semble	   néanmoins	   dépendre	   du	   type	  
cellulaire.	  En	  effet,	  très	  peu	  de	  travaux	  montrent	  la	  capacité	  de	  Tat	  à	  induire	  simultanément	  
SOCS1,	  SOCS2	  et	  SOCS3	  dans	  un	  seul	  type	  cellulaire.	  L’importance	  des	  SOCS	  dans	  l’évolution	  
de	  l’infection	  peut	  toutefois	  être	  expliqué	  par	  le	  rôle	  de	  ces	  derniers	  dans	  la	  signalisation	  des	  
interférons.	  En	  effet,	  SOCS1	  et	  SOCS3	  sont	  connus	  pour	  inhiber	  la	  signalisation	  IFN,	  qui	  elle,	  
à	   pour	   but	   premier	   d’inhiber	   la	   réplication	   virale	   et	   l’infection	   des	   cellules.	   Ainsi,	   d’autres	  
pathogènes	  tels	  que	  Mycobacterium	  avium	  et	  Toxoplasma	  gondii	   induisent	  respectivement	  




mécanismes,	  plusieurs	  virus	  y	  compris	  les	  HSV-­‐I	  et	  le	  virus	  de	  la	  grippe	  A,	  interférent	  avec	  les	  
effets	  antiviraux	  des	  IFN	  de	  type	  I	  et	  II	  (366,	  367).	  	  
	  
Pour	  conclure,	   les	  travaux	  acquis	  dans	  notre	  équipe	  suggèrent	  pour	   la	  première	  fois,	  
le	   rôle	   d’une	   protéine	   virale	   du	   VIH	   dans	   le	   détournement	   de	   l’activation	   d’un	   TLR	   à	   son	  
profit.	  Plus	  précisément,	  nos	  études	  montrent	  que	  le	  VIH-­‐1,	  par	  l’interaction	  de	  sa	  protéine	  
Tat	   avec	   le	   TLR4	   présent	   à	   la	   surface	   des	   monocytes:	   i)	   favorise	   la	   pathogenèse	   et	  
l’hyperactivation	   du	   système	   immunitaire	   par	   la	   synthèse	   de	   TNF-­‐α,	   d’	   IL-­‐6	   et	   d’	   IL-­‐8	  ;	   ii)	  
inhibe	  les	  réponses	  antivirales	  par	  l’expression	  des	  SOCS1	  et	  SOCS3	  et	  iii)	  affaiblit	  le	  système	  
immunitaire	  par	  la	  synthèse	  d’IL-­‐10.	  	  
Différents	   groupes	   ont	   montré	   que	   les	   cytokines	   pro-­‐inflammatoires	   semblent	   aussi	   être	  
impliquées	  dans	  la	  production	  des	  facteurs	  de	  co-­‐stimulation	  négatifs	  :	  PDL-­‐1	  et	  PD-­‐1	  [4,	  62]	  
dont	  l’interaction	  aboutit	  à	  la	  production	  d’IL-­‐10.	  La	  protéine	  Tat	  est	  produite	  précocement	  
dans	   le	   cycle	   viral	   et	   sa	   présence	   dès	   le	   stade	   primo-­‐infection	   pourrait,	   bien	   avant	   la	  
destruction	   de	   la	   barrière	   gastro-­‐intestinale	   et	   la	   translocation	   de	   produits	   microbiens,	  
initier	   l’hyperactivation	  du	  système	   immunitaire	  et	  aussi	  conduire	  à	   l’affaiblissement	  de	  ce	  
dernier	  par	   la	  production	  d’IL-­‐10.	   Il	  paraît	  donc	   important	  de	  comprendre	   le	  rôle	  des	  voies	  
du	  TLR4	  et	  les	  mécanismes	  moléculaires	  par	  lesquels	  Tat	  instaure	  un	  état	  immunosuppressif.	  
Il	   serait	  aussi	   intéressant	  d’explorer	   l’effet	  de	   la	  co-­‐stimulation	  d’autres	  TLR,	  normalement	  
activés	   suite	   à	   l’infection	   par	   le	   VIH-­‐1,	   sur	   la	   production	   des	   cytokines,	   l’expression	   des	  
facteurs	   immunosuppressifs	  et	   la	  fonction	  des	  cellules	  dendritiques.	  La	  capacité	  du	  VIH-­‐1	  à	  
utiliser	  et	  détourner	  à	  son	  profit	  un	  récepteur	  essentiel	  à	  la	  détection	  des	  agents	  pathogènes	  
et	   à	   l’orientation	   des	   réponses	   immunitaires	   reste	   un	   exemple	   d’adaptabilité	   du	   virus	   et	  
également	  une	  information	  importante	  pour	  l’établissement	  de	  thérapies	  futures.	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